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ABREVIATURAS






ADN: acido desoxirribonucleico

AIF: apoptosis inducing factor

APAF-1: apoptotic protease activating factor 1

ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

ATM: ataxia-telangiectasia mutated

ATR: ataxia-telangiectasia and Rad3 related

BCL-1: B-cell leukemia/lymphoma 1

BIR: baculovirus IAP repeat

CARD: caspase recruitment domain, dominio de reclutamiento de caspasas
CCND1: cyclin D1 gene, gen ciclina D1

CDK: cyclin-dependent kinase, quinasa dependiente de ciclinas

CGH: comparative genomic hybridization, hibridacion genomica comparada
CHK: cell cycle checkpoint kinase

DD: death domain, dominio de muerte

DED: death effector domain, dominio efector de muerte

DIABLO: direct IAP-binding protein with low PI

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

FISH: fluorescence in situ hibridization, hibridacion in situ con sondas fluorescentes
IAP: inhibitor of apoptosis proteins, proteinas inhibidoras de la apoptosis
IPI: international prognostic index, indice prondstico internacional

IGVy: segmento Vy del dominio variable de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas

LCM: linfoma de células del manto

LCR: liquido cefalorraquideo

LDCG-B: linfoma difuso de células grandes B

LF: linfoma folicular

LLC: leucemia linfatica cronica

LNH: linfoma no Hodgkin

LZM: linfoma de la zona marginal

MALT: mucosa associated lymphoid tissue, tejido linfoide asociado a mucosas
MDM2: mouse double minute 2 homologue

MIPI: mantle cell lymphoma international prognostic index

MTC: major translocation cluster

mTOR: mammalian target of rapamycin



NAIP: neuronal apoptosis inhibitory protein

NOD: nucleotide-binding oligomerization domain

pRB: proteina del gen del retinoblastoma

PCR: polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa
PRAD1: parathyroid adenomatosis 1

RB: retinoblastoma

RC: remision completa

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction
RZF: RING zinc finger

SG: supervivencia global

SLP: supervivencia libre de progresion

SLPC: sindrome linfoproliferativo crénico

SMAC: second mitocondrial activator of caspases

SNC: sistema nervioso central

tBID: truncated BID, BID truncado

Ts-1AP: testis-specific IAP

XIAP: X-chromosome-linked IAP
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EL LINFOMA DE CELULAS DEL MANTO: CARACTERISTICAS CLINICAS Y

BIOLOGICAS

El linfoma de células del manto (LCM) es un sindrome linfoproliferativo
cronico que representa alrededor del 6% del total de linfomas no Hodgkin
(LNH). Su incidencia en la poblacion occidental es de 2-3 casos/100.000
habitantes/ano. Bajo el nombre de LCM se incluyen los linfomas clasificados
anteriormente como linfomas linfociticos de diferenciacion intermedia
(clasificacion de Rappaport) y los linfomas centrociticos (clasificacion de
Kiel). En la década de los 80, Weisenburger y cols. describieron un subtipo de
linfoma caracterizado por la proliferacion de linfocitos pequeios en la zona
del manto folicular y lo denominaron “linfoma de células del manto” (mantle
cell lymphoma), sugiriendo que esta variedad representaba la contrapartida

folicular del linfoma de diferenciacion intermedia difuso.’

La European Task Force for Lymphoma definid en 1994 los criterios
diagnésticos del LCM.%* Ese mismo afio fue considerado por primera vez una
entidad diferenciada en la clasificacion REAL (Revised European-American
Classification of Lymphoid Neoplasms) en base a sus caracteristicas clinicas y
bioldgicas.” Desde entonces, el LCM representa un subtipo de LNH bien
definido, con unas caracteristicas histoldgicas, inmunofenotipicas,
citogenéticas y moleculares propias que hacen de esta patologia una entidad

singular.’
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El LCM se caracteriza por presentar la translocacion t(11;14)(q13;q32).
Esta translocacion fue descrita en la década de los 70 como una alteracién
citogenética poco frecuente que aparecia en algunos LNH de células B y en
casos de leucemia linfatica cronica (LLC). En 1984 Tsujimoto y cols. clonaron
esta translocacion, en la que estaba implicado el gen de la cadena pesada de
las inmunoglobulinas y una region de 11q13. El punto de ruptura en 11g23 fue
denominado MTC (major translocation cluster) y la region de este cromosoma
en la que supuestamente podia existir un oncogén fue designada BCL-1 (B-cell
leukemia/lymphoma 1).%” En 1991 Motokura y cols. clonaron el gen localizado
en 11q13 a partir de células procedentes de adenomas paratiroideos.® Estos
adenomas eran portadores de una inversion pericéntrica del cromosoma 11
[inv(11)(p15q13)], en la cual tenia lugar la yuxtaposicion del gen PTH
(parathyroid hormone gene) con un gen localizado en 11q13. Dicho gen, que
fue designado PRAD1 (parathyroid adenomatosis 1), codificaba una proteina
cuya funcion era el control del ciclo celular en la fase G1. La clonacion de
este gen realizada posteriormente en otros laboratorios a partir de linfomas y
carcinomas escamosos de cabeza y cuello confirmé que codificaba un nuevo
tipo de ciclina de fase G1, que se denominé ciclina D1 (CCND1).”" La
ausencia de otras regiones codificantes situadas en 11q13 entre los loci MTC y
PRAD1/CCND1 sugirié que BCL-1y CCND1 eran el mismo gen.' Finalmente, la

nomenclatura adoptada para este gen fue la de ciclina D1 (CCND1).
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1. ORIGEN CELULAR

El LCM se ha considerado una enfermedad derivada de linfocitos B
pregerminales. Las primeras secuencias de inmunoglobulinas obtenidas de
células de pacientes con LCM confirmaban esta hipodtesis, al no identificar
mutaciones en los genes del segmento Vy del dominio variable de la cadena
pesada de las inmunoglobulinas (IgVy)."? Sin embargo, en estudios posteriores
se ha demostrado la existencia de mutaciones de los genes IgVy en algunos
casos de LCM."" Este hallazgo sugeriria que los casos con mutaciones de los
genes IgVy derivarian de linfocitos B memoria postgerminales, es decir, de
células tumorales que han estado en contacto con células presentadoras de
antigeno del centro germinal, lugar en que los genes de las inmunoglobulinas
experimentan el proceso de hipermutacion somatica de manera fisiologica
(figura 1). Se ha postulado, asimismo, la posibilidad de que algunos casos de
LCM con hipermutaciones somaticas deriven de linfocitos de la zona marginal
que hayan experimentado una respuesta antigénica independiente de las
células T del centro germinal o que sean portadores de hipermutaciones no

dependientes de la exposicion a antigenos. "
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Figura 1. Diferenciacion de los linfocitos B en el centro germinal. En los foliculos de los
organos linfoides secundarios las células B naive forman centros germinales (CG). Estas
células B naive IgM'IgD’" que constituyen los foliculos primarios son sustituidas por los
linfocitos B proliferantes del CG y desplazadas a la zona mas periférica del foliculo, donde
forman la zona del manto folicular. En el CG se puede ver una zona oscura y otra clara; la
zona oscura esta constituida por células B proliferantes (centroblastos) y la clara por
linfocitos en reposo (centrocitos). En las células proliferantes tiene lugar la hipermutacion
somatica de la region IgVy. Las mutaciones que aumentan la afinidad del receptor de células
B (BCR) por el antigeno dan lugar a una seleccion positiva de éstas; por el contrario, las
mutaciones que disminuyen esta afinidad provocan la muerte celular por apoptosis. Este
proceso de seleccion tiene lugar en la zona clara del CG, donde los linfocitos B estan en
contacto con células T CD4" y células foliculares dendriticas. En los centrocitos también se
produce el cambio de clase de cadena pesada de las Ig. Los centrocitos seleccionados
positivamente pueden volver a entrar en el CG o abandonarlo, diferenciandose en linfocitos B

memoria o células plasmaticas.

En el momento actual se considera que alrededor del 20-30% de LCM

18-21

presentan hipermutaciones somaticas pero, al contrario de lo que ocurre

en la LLC y el linfoma de la zona marginal (LZM), no parece existir relacion
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entre el estado mutacional de IgVy y la supervivencia de los pacientes. A
pesar de ello, diversos trabajos han puesto de manifiesto la existencia de un
subgrupo de enfermos caracterizados por la ausencia de adenopatias
periféricas (non-nodal MCL) que presenta un curso clinico indolente y mayor
frecuencia de hipermutaciones somaticas.’”? En los casos mutados se ha
descrito la tendencia a utilizar determinadas familias de genes Vy (Vu3-21,
Vhu3-23, Vu4-34, Vu4-39 y Vu4-59), algunas de las cuales parecen asociarse a

determinadas caracteristicas clinico-biologicas. %%
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2. CARACTERISTICAS CITOLOGICAS E HISTOLOGICAS

2.1. Histologia del ganglio y otros érganos

El espectro de hallazgos histologicos y citologicos en el LCM es amplio.
El LCM presenta tres patrones de crecimiento caracteristicos, posiblemente
relacionados con la trama de células foliculares dendriticas subyacentes:
nodular, difuso y zona del manto (mantle zone pattern).”>** En la mayoria de
casos, el LCM muestra una proliferacion difusa o vagamente nodular que borra
la arquitectura del ganglio linfatico. Es frecuente observar areas de transicion
entre los patrones nodular y difuso pero en algunos casos la nodularidad
puede ser tan prominente que plantee dificultades en el diagndstico
diferencial con el linfoma folicular (LF). En el momento del diagnostico se
observa un cierto grado de nodularidad en alrededor del 20-30% de los casos.
La variedad denominada “zona del manto” representa entre el 10 y el 20% de
los LCM y se caracteriza por la presencia de células linfoides atipicas que
producen una expansion de la zona del manto rodeando centros germinales
reactivos de aspecto desnudo.’ Una de las caracteristicas histologicas del LCM

es la ausencia, en general, de centroblastos y centros de proliferacion.

Se ha sugerido que el patron de crecimiento del LCM podria estar
relacionado con la fase de la enfermedad. Asi, el patrén de la zona del manto
constituiria un estadio precoz del linfoma, mientras que el patron difuso

representarfa una fase mas avanzada de la enfermedad.? Las implicaciones
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clinicas derivadas de la existencia de estos tres patrones histoldgicos es
todavia objeto de debate. Algunos estudios sugieren que los pacientes con
patron de la zona del manto tienen un mejor prondstico que los pacientes con
LCM nodular o difuso.?”? Sin embargo, en otros estudios no se han observado

diferencias significativas en términos de supervivencia global.?®

Desde el punto de vista citoldgico se reconocen dos variantes®*%: |

a
tipica o clasica y la variante blastoide. La variante tipica se caracteriza por
una proliferacion monomorfa de linfocitos de tamano pequefo o mediano,
citoplasma escaso, contorno nuclear mas o menos irregular, frecuentemente
de aspecto centrocitoide, cromatina moderadamente condensada y nucleolo
inconspicuo. En ocasiones el nlcleo puede ser redondeado, similar al
observado en la LLC (variante de célula pequeia, CLL-like), aunque en estos
casos no suelen observarse centroblastos, parainmunoblastos ni prolinfocitos.
Asimismo, las células tumorales pueden presentan un citoplasma abundante
claro semejando células monocitoides; en estos casos el diagnostico
diferencial con el LZM esplénico suele resultar dificil morfolégicamente.
Recientemente se ha descrito la posible existencia de diferenciacion
plasmacitica en el LCM.3**" La variante blastoide®® constituye
aproximadamente el 10% de los LCM y se caracteriza por la presencia de
células de mayor tamano, cromatina laxa y mayor indice proliferativo. Los
LCM blastoides incluyen casos con morfologia similar a la de los linfoblastos y

casos constituidos por células de mayor tamano y aspecto pleomorfico,

parecidas a las observadas en los linfomas de células grandes. Algunos autores
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prefieren diferenciar los tipos blastico y pleomorfico en vez de agrupar ambos
bajo el nombre de blastoides. En los casos que presentan un indice
proliferativo elevado suelen observarse histiocitos benignos entre las células
neoplasicas, que confieren, en ocasiones, un aspecto de cielo estrellado a
pequeno aumento. La variante blastoide suele presentar alteraciones
genéticas adicionales. En general se considera que el LCM blastoide presenta

un curso clinico mas agresivo?* 2283234

aunque en algunos estudios no se han
observado diferencias significativas en términos de supervivencia entre LCM

tipicos y blastoides.?’

Las variantes morfoldgicas del LCM forman parte de un mismo espectro
y no es, por tanto, infrecuente observar casos con caracteristicas de una y
otra variedad. En este sentido, se han descrito dos nuevos subtipos
pleomorficos, compuestos por mezclas de células o combinaciones.” En el
subtipo clasico + pleomorfico se observan dos poblaciones celulares, una de
caracteristicas citoldgicas tipicas y otra pleomodrfica, mientras que en el
subtipo clasico/pleomorfico, las células presentan unas caracteristicas de
transicion continua entre los tipos clasico y pleomorfico. Ambas representan
tan solo un pequeno porcentaje de LCM (1,5% del total cada subtipo) y no

presentan diferencias en términos de supervivencia global.
El analisis secuencial de biopsias ha demostrado que el patron
histologico del LCM suele permanecer estable durante la evolucién de la

enfermedad.”?%3> Sin embargo, en algunos pacientes se puede observar la

10
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progresion de formas nodulares a difusas, e incluso se han descrito casos con
patréon cambiante durante el curso evolutivo.*® A pesar de ello, la progresion
histolégica de LCM tipico a blastico es relativamente infrecuente, de tal forma
que la mayoria de los LCM blasticos se presentan de novo. En este sentido,
Norton y cols. documentaron la transformacion histolégica a variantes
blasticas en un 17% de los casos y la presencia de células blasticas en el 70%

de necropsias de pacientes diagnosticados de LCM.*®

La afeccion extraganglionar es un fendmeno frecuente en el LCM.
Alrededor del 60% de pacientes con LCM presentan esplenomegalia y en
determinadas ocasiones la pieza de esplenectomia constituye el Unico tejido
disponible para establecer el diagndstico histologico del linfoma. En estos
casos, el diagnostico diferencial con otros LNH de célula pequeha puede
resultar dificil.’”** Macroscopicamente, la infiltracion esplénica por LCM se
caracteriza por la presencia de multiples nodulos, a veces de apariencia
miliar. A nivel microscopico suele observarse una marcada expansion de la
pulpa blanca debido a la proliferacion de linfocitos atipicos de apariencia
monomorfa, con infiltracion variable de la pulpa roja. Aproximadamente en el
50% de los casos se encuentran centros germinales residuales de aspecto
desnudo. En algunos pacientes puede observarse una zona marginal
diferenciada en la periferia de los nddulos, compuesta por células con
abundante citoplasma claro.***%*! Se han descrito casos ocasionales de rotura

esplénica espontanea en pacientes con LCM blastico.*
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La afectacion hepatica por el LCM es frecuente y se caracteriza por la

presencia de un infiltrado linfoide atipico en los espacios porta.??4*

El tracto gastrointestinal se encuentra infiltrado en el 15-30% de
pacientes afectos de LCM.%?%%* En ocasiones se observa la formacion de
numerosos polipos, en general en el tracto colonico, constituyendo la
denominada poliposis linfomatoide. Si bien esta entidad fue reconocida
inicialmente por Briquet en el siglo XIX, el término fue acunado por Cornes en
1961 para describir un patron especifico de afeccion del tracto
gastrointestinal en el cual varios segmentos de intestino se encontraban
infiltrados superficialmente por nodulos o tumoraciones polipoides de aspecto
blanquecino, constituidos por células linfoides atipicas.*’ Aunque el LCM es la
causa mas frecuente de la poliposis coldnica, ésta puede ser también
consecuencia de la infiltracion del tracto gastrointestinal por LF o de tipo
MALT (Mucosa-Associated Lymphoid Tissue), por lo que el uso de métodos
adicionales puede ser necesario para establecer el diagndstico.’®>* En este
sentido, la tincion inmunohistoquimica con ciclina D1 presenta una mayor
sensibilidad diagnostica que la hibridacion in situ con sondas fluorescentes
(FISH) para la t(11;14) o el estudio de clonalidad mediante reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction).>
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2.2. Caracteristicas especificas del LCM en médula 6sea y sangre

periférica

La infiltracion de la médula dsea tiene lugar en alrededor del 60-90% de
los pacientes y se detecta con mayor frecuencia en biopsias que en aspirados

638 E|l patron infiltrativo puede ser nodular, intersticial o

medulares.
paratrabecular, aunque la mayoria de biopsias muestras una combinacion de
diversos patrones. Ocasionalmente puede observarse una infiltracion medular
difusa. En la mayoria de casos la morfologia de las células es idéntica a la
observada en los ganglios linfaticos, con ausencia de centros de proliferacion
y células grandes transformadas. La realizacidon de estudios inmunofenotipicos
mediante citometria de flujo o técnicas inmunohistoquimicas, incluyendo en
estos casos la tincion para ciclina D1, es imprescindible para establecer el
diagnostico diferencial entre el LCM y otros sindromes linfoproliferativos
cronicos B (SLPC-B) de célula pequefa.’**®* La presencia de infiltracion
medular en el LCM no comporta diferencias significativas en términos de

supervivencia y, a diferencia de lo que ocurre en la LLC, no existe relacion

entre patron de infiltracion y supervivencia.

La expresion hemoperiférica en el LCM se caracteriza por la presencia
de linfocitos atipicos polimorfos.?®°*¢ En un nimero considerable de
pacientes con LCM leucemizado no existe linfocitosis. Las células
predominantes en la mayoria de casos presentan nlcleo irregular, cromatina

moderadamente condensada, nucleolo pequeno y citoplasma escaso. Sin

13
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embargo, es frecuente observar células pequenas hendidas de aspecto
centrocitoide, células de morfologia muy similar a las observadas en la LLC y,
ocasionalmente, células de aspecto inmaduro indistinguibles de los
linfoblastos. En aquellos casos en que esta Ultima poblacion es la
predominante, la impresion diagnostica inicial puede ser la de una leucemia
aguda linfoblastica. En general la poblacion linfoide atipica observada en
sangre periférica (e igualmente en médula odsea) refleja la celularidad
presente en el ganglio linfatico.®® El significado prondstico de la

leucemizacion del LCM no esta bien establecido.2844°6,60,62
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3. CARACTERISTICAS INMUNOFENOTIPICAS

Los linfocitos del LCM son células B maduras que expresan antigenos
pan-B (CD19, CD20, CD22) e inmunoglobulinas de superficie, generalmente
IgM e IgD. La cadena ligera lambda se expresa con mayor frecuencia que la
cadena kappa. Las células neoplasicas son positivas, de manera caracteristica,
para el antigeno de linea T CD5, expresion que se observa en practicamente
todos los casos de LCM. De manera excepcional pueden observarse casos de
LCM CD5 negativos, que se han relacionado con un curso clinico menos
agresivo.®® El antigeno CD43 se expresa con frecuencia. Por el contrario, el
CD23 y los marcadores de centro germinal CD10 y BCL-6 son generalmente
negativos.?*?° En el LCM se han descrito numerosos fenotipos aberrantes.®* Las
variantes fenotipicas pueden incluir, ademas de la negatividad para CD5, la
expresion ocasional de CD23, en general de manera débil,®> CD10, BCL-6 o los
marcadores de linea T CD8% o CD7.%” En todos los casos se observa expresion

de la proteina BCL-2 (tabla 1).

En el estudio inmunohistoquimico, los anticuerpos frente a células
foliculares dendriticas (CD21, CD35) ponen de manifiesto una malla densa e
irregular de estas células en los casos de LCM con patron de crecimiento
difuso, mientras que en los casos con patron nodular las células dentriticas se

disponen formando agregados.
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CD20 | IgS | CD79b |CD5|CD23 | CD43 | CD10 | CD25 | CD11c |CD103 | Bel-2
LLC |+ |+ | 7+ |+ | + | + A i .
LCM | ++ | ++ | ++ + . + - ) ] ) N
LF | ++ |4+ | ++ | - | - i . ; ; N
LDCG | ++ | ++| ++ | - | - | -1+ ]| - ; i i ;
LELV | ++ |4+ | ++ | - | - [ e | < | ge ] e | 1+ |+
TL | 4+ | e+ | o+ | - | - i A P B R A
LLP | 4+ |4+ | ++ | - | - ] ] ] ] ] .

Tabla 1. Perfil inmunofenotipico de los sindromes linfoproliferativos B que pueden cursar
con expresion hemoperiférica. LLC: leucemia linfatica crdonica; LCM: linfoma de células del
manto; LF: linfoma folicular; LDCG: linfoma difuso de células grandes; LELV: linfoma esplénico

con linfocitos vellosos; TL: tricoleucemia; LLP: linfoma linfoplasmocitico.

La mayoria de los LCM expresan ciclina D1, incluyendo los casos CD5
negativos. La sobreexpresion de ciclina D1 parece ejercer un control negativo
sobre la expresion del resto de ciclinas D (D2 y D3), las cuales se encuentran
infraexpresadas en esta entidad. Recientemente se han descrito casos de LCM
sin evidencia de t(11;14) y con negatividad para ciclina D1 que, por el
contrario, sobreexpresan ciclina D2 o D3.%%%° En estos casos, la expresion de
otras ciclinas diferentes a la D1 representaria una manera alternativa de
acelerar la progresion del ciclo celular en ausencia de ciclina D1, a la que

sustituirian funcionalmente.
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En el LCM tipico es constante la expresion muy débil o la negatividad de
p27“P'una proteina inhibidora de complejos ciclina-quinasa dependiente de
ciclinas (CDK, cyclin-dependent kinase).” Ello contrasta con lo observado en
la mayoria de LNH, en los que la expresion de p27P! es inversamente
proporcional al indice proliferativo.”" La negatividad inmunohistoquimica para
p27"! observada en el LCM tipico, pese a que esta forma histoldgica suele
presentar un indice proliferativo bajo, es debida, por un lado, a su secuestro
en forma de complejos ciclina D1-CDK4 en relacién a la elevada expresion de
ciclina D1 y, por otro, al incremento de su degradacion por los complejos
ciclina E-CDK2.”> Por el contrario, la variante blastoide de LCM expresa
niveles elevados de p27X"" a pesar de presentar un alto indice proliferativo.
Se ha sugerido que la expresion elevada de p27XP! en estos casos podria ser
debida a un mecanismo de retroalimentacion ligado a los niveles aumentados
de ciclina D1. Por otro lado, la existencia de alteraciones en otros genes

6™ y 214"y hecho frecuente en los

reguladores del ciclo celular (TP53, p1
LCM blastoides, podria igualmente estar relacionada con la disrupcion del
control normal del ciclo y ocasionar un incremento compensatorio de los

niveles de p27KP!,70-72
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4. ALTERACIONES CITOGENETICAS

4.1. Translocacion t(11;14)(q13;q32)

El LCM se caracteriza por la presencia de translocaciones cromosomicas
que afectan la region 11q13, en la mayoria de casos en forma de translocacion
t(11;14)(q13;q32) (figura 2). Estas translocaciones ocasionan el
reordenamiento y la desregulacion del gen CCND1, cuyo resultado es la
sobreexpresion de la proteina ciclina D1. La identificacion de esta
translocacion en practicamente todos los casos de LCM y la constante
expresion de ciclina D1 en estos tumores indican su importancia en la

patogénesis del LCM.
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Figura 2. Translocacion t(11;14)(q13;q32).
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La t(11;14)(q13;q32) puede detectarse mediante citogenética
convencional en aproximadamente el 60-80% de los casos.”*”> La observacion
de cariotipos normales en algunos casos de LCM se debe fundamentalmente a
la division de los linfocitos normales residuales. La técnica citogenética de
eleccion para la demostracion de la t(11;14)(q13;q32) es la FISH, capaz de
detectar la translocacion en virtualmente todos los casos de LCM (figura 3).
Mediante técnicas de biologia molecular (Southern blot y, fundamentalmente,
PCR) se puede detectar el reordenamiento de BCL-1 en el punto de ruptura
MTC en el 60% de casos. Empleando técnicas de alta sensibilidad (Fiber-FISH o

Pulse-Field Gel Electrophoresis) se encuentra la translocacion en la mayoria

de casos de LCM.

qi3 BCL-1 e E BCL-1/1aH

der(11)

B

gH/BCL-1

93z gH
1 14

Figura 3. Detecciéon de la t(11;14)(q13;q932) mediante la técnica de FISH. En “spectrum

der{14)

orange” (rojo) la sonda para el oncogén BCL-1 y en “spectrum green” (verde) la sonda para el

gen de las IgH.
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La capacidad de transformacion neoplasica de ciclina D1 se ha
confirmado en diferentes estudios experimentales realizados en diversos tipos
celulares. Sin embargo, los animales transgénicos para este gen no desarrollan
linfomas de manera espontanea sin la cooperacion de otros oncogenes, entre
ellos MYC.”® Ello sugiere que ciclina D1 es menos efectiva que otros oncogenes
en el proceso de linfomagénesis y que se necesitan mecanismos adicionales

para el desarrollo y la progresion de los LCM.”’

4.2. Alteraciones citogenéticas adicionales

La mayoria de LCM presentan alteraciones citogenéticas adicionales a
la t(11;14)(q13;q32). Estas consisten en alteraciones numéricas vy
estructurales e incluyen translocaciones reciprocas y no reciprocas,
inversiones, isocromosomas, deleciones y cromosomas marcadores. Las
alteraciones secundarias detectadas con mayor frecuencia por citogenética
convencional y FISH, ambas técnicas de utilizacion habitual en la practica
asistencial, son las deleciones de 13q14, 17p13, 11923 y 6921 asi como la
trisomia 12. La presencia de cariotipos complejos (= 3 alteraciones)

detectados por citogenética convencional oscila entre el 30% y el 45%.7>"
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4.2.1. Delecion de 13q14

La incidencia de delecion de 13q14 en el LCM oscila entre el 40-50% en
algunas series’>”® hasta mas del 70% en otras.”’ Las deleciones de 13q14
suelen ser hemicigotas. Pueden afectar a los loci D13525, D135139 y RBIT,
siendo mas frecuentes las deleciones de mas de un locus, principalmente las
que afectan a D13525 y D135139. Asi, la region minima comun delecionada
parece ser telomérica al locus RB1. En general, la delecion de 13q14 se
encuentra presente en la mayoria de células neoplasicas, lo que podria indicar
su importancia en la patogenia del LCM en sus fases iniciales.®’ Recientemente
se ha sugerido que los pacientes con deleciones de 13q14 tienden a presentar
una supervivencia inferior y que esta alteracion es un factor de mal pronodstico

independiente.”®

4.2.2. Deleciéon de 17p13

Entre el 18 y el 40% de casos de LCM presentan delecion de 17p13 con
implicacion del locus de TP53.”>’® La mayoria de casos corresponden a
deleciones hemicigotas y en general se ven afectadas > 85% de las células
tumorales. En la mayoria de series publicadas, la delecién de 17p13 se
correlaciona con una morfologia blastoide y se asocia a un peor
prondstico.>*®"82 La presencia de esta delecién en los LCM se ha asociado,

asimismo, con una mayor frecuencia de esplenomegalia y leucocitosis.?%®
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4.2.3. Deleciéon de 11923

Las deleciones de 11923 que afectan al locus de ATM (ataxia-
telangiectasia mutated) se observan entre el 20% y el 50% de casos de
LCM.”®838  Acostumbran a ser hemicigotas y suelen afectar a la mayoria de
células neoplasicas por lo que, al igual que las deleciones de 13q14 y 17p13,

M 83-85

se consideran acontecimientos precoces en el desarrollo del LC . En la

mayoria de estudios las alteraciones de ATM no se correlacionan con un peor

8-88 3unque se ha relacionado la existencia de deleciones de 11q23

prondstico,
con una afeccion predominantemente extraganglionar, positividad para CD38

y una tendencia a una supervivencia inferior.”®

4.2.4. Delecion de 6q21

La frecuencia de deleciones de 621 oscila entre el 12% y el 20%, segin
las distintas series.”’® El porcentaje de células portadoras de esta alteracion
es variable. La pérdida de material a nivel de 6q podria relacionarse con el

desarrollo de enfermedad extraganglionar y con un peor pronéstico.”
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4.2.5. Trisomia 12

La incidencia de trisomia 12 por citogenética convencional y FISH varia
entre <10% y el 28%, segln las distintas series.”>’® Esta alteracion se observa
habitualmente en alrededor del 50% de las células tumorales, lo que sugiere
que sea una anomalia adquirida de manera evolutiva. La presencia de trisomia

12 total o parcial se ha relacionado con un curso clinico desfavorable.”?

4.3. Otras anomalias citogenéticas recurrentes

La hibridacién genomica comparada (CGH) permite un analisis rapido
de las alteraciones cromosémicas tumorales sin necesidad de -cultivos
celulares ni preparacion de metafases. Esta técnica ha confirmado las
alteraciones cromosomicas recurrentes descritas mediante citogenética
convencional y ha permitido la identificacion de anomalias no referidas
previamente. Mediante CGH se ha podido determinar que la gran mayoria de
casos de LCM presentan alteraciones recurrentes, siendo las mas frecuentes
las ganancias de los cromosomas 3q (40-70%), 6p (20%), 7p (27%), 8q (20-30%),
10p (20%), 12q (20-30%) y 18q (20%), y las pérdidas de 1p (24-33%), 6q (27-
37%), 8p (20-30%), 9p (16-30%), 11q (22-30%), 17p (16-26%) y 13q (40-
60%).2>%%2 Asimismo, se han identificado amplificaciones en diferentes
regiones del genoma, fundamentalmente en 3q, 18q y Xq.%**® Aunque la

mayor parte de alteraciones también se han observado en otros linfomas, el
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perfil global de estas anomalias y su frecuencia parecen ser caracteristicos del
LCM. El nimero de ganancias, pérdidas y amplificaciones es
significativamente superior en las variantes blastoides de LCM, siendo mas
frecuentes las ganancias de 3q, 7p y 12q y las pérdidas de 17p en este

subgrupo de pacientes que en los casos de LCM tipico.*

Mediante la realizacion de estudios moleculares se han podido
correlacionar algunas anomalias observadas en los analisis de CGH con
alteraciones de diferentes genes. Asi, las pérdidas de 17p se asocian a
alteraciones de TP53, cuya inactivacion se produce en general por la
existencia de deleciones hemicigotas y mutaciones en el otro alelo. De igual
manera, las pérdidas de 9p se relacionan con deleciones de p16™¢“ las
ganancias de 12q se acompanan de amplificaciones de CDK4 y las de 10p de
amplificaciones de BMI-1. Por el contrario, no se han observado alteraciones
de los genes N-MYC, BCL-6, RB ni BCL-2 en los casos con alteraciones en 2p,
3q, 13q y 18q, respectivamente, lo que sugiere que estos genes no tendrian

un papel relevante en la patogénesis del LCM.

La CGH-array ha permitido la caracterizacion de ganancias y pérdidas
con una mayor resolucion que la CGH convencional y la identificacion de
nuevas alteraciones cromosomicas, entre ellas ganancias de 4p12-13 y
pérdidas de 2q13, 9q21-q22, 20p12.1-12.3, 20q12-13.2, 22q12.1-12.3 y
22q13.31-13.32.2%%%  Asimismo, la deteccion de hot spots genomicos

frecuentemente afectados ha permitido la identificacion de genes candidatos
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“posicionales” como KITLG, GPC5 y ING1, que podrian desempenar un papel

fundamental en la patogénesis del LCM y de otros linfomas.”
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5. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DEL LINFOMA DEL MANTO

La gran mayoria de las alteraciones citogenéticas y moleculares que
tienen lugar en el LCM ocasionan una alteracion en la maquinaria del ciclo
celular o interfieren en los mecanismos de reparacion del dafo producido al
ADN.?*?” La sobreexpresion de ciclina D1, la amplificacién genémica de la
quinasa dependiente de ciclinas CDK4, las deleciones del inhibidor de CDK

6™ v la sobreexpresion de BMI-1, represor de la trascripcion del locus

p1
p16™“9 son los principales factores asociados con la desregulacion de la
maquinaria de ciclo celular en el LCM. Por otro lado, la via de respuesta a
dano a ADN se encuentra afectada frecuentemente por alteraciones de la
quinasa ATM asi como por la inactivacion ocasional de las quinasas de los
puntos de control CHK (checkpoint) 1 y CHK2, que actGan a un nivel posterior

a ATM en respuesta a la deteccion de dano a ADN. Asimismo, el gen TP53 se

encuentra frecuentemente alterado en el LCM.

Todo ello hace del LCM un paradigma de la desregulacion del ciclo y de
la respuesta al dano gendémico dentro de las neoplasias malignas. Los
pacientes que presentan alteraciones en ambas vias tienen un peor pronodstico
que aquellos que presentan disfuncion de una de ellas Unicamente.”® Un
estudio reciente sobre el perfil de expresion génica en pacientes
diagnosticados de LCM ha definido el patron proliferativo, una medida
cuantitativa de la proliferacion tumoral que integra los diferentes

acontecimientos moleculares que ocurren en el LCM, como el principal factor
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predictivo de supervivencia, por encima de las alteraciones oncogénicas

clasicas analizadas individualmente.®

5.1. El ciclo celular normal

5.1.1. Fases del ciclo celular

Las células estimuladas para proliferar pasan de forma ciclica a través
de una serie de fases denominadas globalmente ciclo celular.”” La
proliferacion celular implica la division de la célula, fenomeno precedido de
la mitosis (fase M), en la que los cromosomas se condensan y organizan en el
huso mitotico, que acabara segregando las cromatidas homoélogas en los polos
opuestos. La mitosis supone el 10% de la duracion total del ciclo y al final de
la misma la célula madre se ha dividido en dos células hijas con idéntica
dotacion cromosomica.'® Entre dos mitosis consecutivas se define un periodo
de tiempo (interfase) en el que se suceden, a su vez, tres fases secuenciales:
Gi, S y G;. Durante la fase S tiene lugar la duplicacion del material
cromosdémico.'®" Las fases G;y G, son periodos de duracion variable en los que
la célula se prepara para la duplicacion del ADN (fase G4) o para la mitosis
(Gz). La fase G; es especialmente importante en cuanto a la regulacion del
ciclo, ya que en ella se integran los diferentes estimulos extracelulares que
implican la decision de continuar proliferando o no. En esta fase se define un

periodo de tiempo cercano a la transicion G4-S denominado punto de
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restriccion R, a partir del cual la célula adquiere el compromiso de dividirse,
entra en la fase S y progresa a lo largo del ciclo celular hasta completarlo, ya

refractaria a los estimulos externos.'%

En situaciones de ausencia de factores de crecimiento, las células mas
diferenciadas pueden detenerse en estado diploide en el periodo Gg del ciclo
celular. Algunas de ellas podran ser estimuladas a entrar de nuevo en ciclo y

replicarse mientras otras no volveran a hacerlo nunca.

5.1.2. La regulacion del ciclo celular: ciclinas y quinasas

dependientes de ciclinas

La progresion a través del ciclo celular resulta de la activacion
secuencial y ordenada de diversos elementos que juegan un papel
determinante en las transiciones G1/S y G2/M. Esta maquinaria reguladora del
ciclo celular esta compuesta por dos tipos de proteinas: las ciclinas y las CDK
(figura 4). Las ciclinas pueden clasificarse segin su patron de expresion y
actividad en ciclinas mitéticas y ciclinas de fase G;. Las ciclinas Ay B (B1y
B2) constituyen las denominadas ciclinas mitoticas y desarrollan su funcion en
las fases S, G,y M. Asi, la ciclina A es necesaria para el inicio de la sintesis del
ADN vy las ciclinas B controlan el paso a través de la fase M. La regulacion de
la transicion entre las fases Gy y S es mas compleja y esta regulada por las

ciclinas D (D1, D2 y D3) y E,'"% denominadas globalmente ciclinas de fase
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Gs. Las ciclinas D se sintetizan al inicio de la fase Gy en respuesta a agentes
externos que promueven la entrada en ciclo.'® La ciclina E se expresa al final
de G4 y es necesaria para el inicio de la fase S. Las CDK son serin-treonin
quinasas que se unen a las ciclinas formando complejos en los cuales la
quinasa es la subunidad catalitica y la ciclina la subunidad reguladora. En
mamiferos, cuatro CDK se expresan con niveles significativos y desempefian un
papel clave en la regulacion del ciclo: CDK1, 2, 3 y 4. Cada CDK se asocia a
una o varias ciclinas de forma especifica y realiza su funcion en un punto

concreto del ciclo celular.'"%

Ciclina A-CDK1

Cictina B-COK1 ¢ /P Q

Ciclina D-CDK4
Ciclina D-CDKS

Punto de restriccion

R

Ciclina A-CDK2
Ciclina E-CDK2

Figura 4. Actividad de los complejos ciclina-CDK durante el ciclo celular. Bajo el término
“ciclina D” se engloban las ciclina D1, D2 y D3.
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5.1.3. Mecanismo de accion de los complejos ciclina de fase G{-CDK

Uno de los principales sustratos de los complejos ciclinas de fase G-
CDK es la proteina del gen del retinoblastoma (pRB), prototipo de gen

supresor de tumores.'%%°

pRB en su forma activa, hipofosforilada, inhibe la
progresion a través del ciclo celular mediante su unién a factores de
transcripcion, denominados colectivamente factores E2F.""" Estos factores de
transcripcion participan en la activacion de genes que codifican para
multiples proteinas implicadas en la sintesis de ADN vy de
desoxirribonucleotidos. La fosforilacion de pRb impide su asociacion con E2F y
permite que E2F active la transcripcion de genes necesarios para la entrada
de la célula en fase S."" La fosforilacion de pRb es iniciada por los complejos
ciclina D-CDK4/6, de manera que cuando la cantidad de pRb fosforilada es
suficiente para inducir la sintesis de ciclina E y CDK2, los complejos ciclina E-
CDK2 resultantes contribuyen a su vez a fosforilar a pRb. En el momento en
que la cantidad de complejos ciclina E-CDK2 sobrepasa un determinado
umbral, la fosforilacion de pRb es capaz de continuar incluso en ausencia de
factores de crecimiento y de complejos ciclina D-CDK4/6. Dado que E2F activa

su propia expresion y la de ciclina E y CDK2, se produce un rapido incremento

de ambas actividades al final de la fase G;,.
La acumulacion de complejos ciclina-CDK mantiene en estado
fosforilado a pRB durante las fases S, G, y M temprana. Una vez las células

completan la anafase y entran en Go 0 G4, el descenso en los niveles de estos
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complejos tiene como consecuencia la defosforilacion de pRb mediante la
accion de fosfatasas. Como consecuencia, pRb hipofosforilada es capaz de
inhibir la actividad de E2F en la fase quiescente Gg y en la fase temprana de

G1.

5.1.4. Regulacion de los complejos ciclina D-CDK

La regulacion de los complejos ciclina D-CDK se produce a través de
diversos mecanismos''®: (i) control de la sintesis y degradaciéon de las
diferentes subunidades que forman el complejo; (ii) fosforilacion vy
defosforilaciéon de las CDK, mecanismo en que participa una familia de
fosfatasas denominadas cdc25 (a, b y c); (iii) asociacion a proteinas

inhibidoras de los complejos (CKI, CDK-inhibitory proteins).

Las CKI se agrupan en dos familias denominadas CIP/KIP e INK4
(inhibitors of kinase 4), definidas en funcion de sus similitudes a nivel de
secuencia, mecanismo de accion y especificidad de sustrato. La familia
CIP/KIP esta integrada por tres miembros: p21"aft 114115 - 5o 7Kip1 116y pg7kip2 117
Estas proteinas son capaces de inhibir los complejos ciclina-CDK de fase Gy S
de cualquier tipo y, en menor medida, las cdc. p21*2" desempefia un papel
fundamental en mamiferos como mediador de p53 en la respuesta al dafo

genomico. La familia INK4 estd constituida por cuatro miembros, p16™K*

118,119 INK4b 120,121 INKi 122
A p15 A4 p18™©

y p19™K4d 122 Todos ellos interaccionan
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Unicamente con CDK4 y CDK6, por lo que controlan tan solo la fase G1. De este
modo, al disminuir el estado de fosforilacion de pRb, disminuyen la activacion
de la transcripcion mediada por E2F y la entrada en fase S. Las alteraciones
producidas en estas vias son frecuentes y desempefan un papel clave en el
desarrollo tumoral, independientemente del tipo celular en que tengan

lugar.'?

5.2. Alteraciones relacionadas con la desregulacion del ciclo celular

5.2.1. Sobreexpresion de ciclina D1

Como consecuencia de la translocacion t(11;14)(q13;932) el locus BCL-
1, situado en 11q13, queda bajo el control del gen de las cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas,®’ dando lugar a la sobreexpresion de ciclina D1.%1%41%
El gen se transcribe fundamentalmente en dos isoformas de 4,5 y 1,5 kb;
ambos transcritos contienen la region codificante completa del gen y difieren
Unicamente en la longitud de la region 3’ no traducida (3’ untranslated
region, UTR)."® Asi, la isoforma de 4,5 kb tiene un fragmento UTR completo
que incluye un segmento AUUUA con el potencial de disminuir la estabilidad
del ARN mensajero (ARNm) del gen ciclina D1. Como consecuencia, la
expresion abundante de la isoforma corta de ciclina D1 en las células de LCM
69,126,127

se correlaciona con una mayor cantidad total de ARNm y de proteina.

Recientemente se ha descrito que las isoformas cortas de ARNm de ciclina D1
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son isoformas de ciclina D1a con la region 3’UTR truncada y no splicings
alternativos de ciclina D1b, como previamente se creia. Asi, las isoformas
cortas representan en realidad alteraciones gendmicas estructurales que
corresponden a deleciones o mutaciones puntuales.’?® Algunos LCM presentan
alteraciones en las secuencias genomicas de ciclina D1 que codifican la region
3’UTR. Estos casos no expresan la isoforma de ARNm de 4,5 kb sino una de 1,7
kb u otras isoformas cortas que también carecen de 3’UTR y por tanto de su

funcion desestabilizadora del ARNm de ciclina D1.

Ciclina D1 es una de las proteinas fundamentales en la regulacion del
ciclo celular mediante su union a CDK4 y CDK6, a través de su control sobre la
fase G1 y la transicion entre las fases G1 y S. Los niveles elevados de ciclina
D1 aceleran la transicion G1-S y, por tanto, la proliferacion de las células
tumorales mediante dos mecanismos: por un lado, el aumento intracelular de
complejos ciclina D1/CDK ocasiona la fosforilacion de pRB y la pérdida de su

efecto inhibidor sobre la progresién del ciclo celular''*°

y, por otro, los
niveles elevados de complejos ciclina D1/CDK actlan sobre los inhibidores de
CDK p27¢P" y p21"e" separandolos de los complejos ciclina E/CDK2. EL

aumento de la actividad quinasa de estos complejos ciclina E/CDK2 facilita la

entrada en fase S a través de la fosforilacion de pRb."™!
Por todo ello, la desregulacion de ciclina D1 desempena un papel clave

en la patogénesis del LCM, neutralizando el efecto inhibidor de pRb y p27¢*’

sobre el ciclo celular. Asimismo, los niveles de ciclina D1 parecen
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correlacionar de manera directa con el indice de proliferacién del LCM®® y con

un peor pronostico.'?

= Expresion de ciclinas D en sindromes linfoproliferativos cronicos

Al contrario de lo que ocurre con la ciclina D1, cuya expresion en los
SLPC se asocia siempre a la presencia de translocaciones que involucran a
11q13, la expresion de las ciclinas D2 y D3 puede observarse en linfocitos
normales, lineas celulares de hemopatias mieloides y linfoides, y pacientes
afectos de leucemias agudas (LA), SLPC-B y T.*2"3 En el caso de las LA
mieloides, no parece existir predilecciéon por la sobreexpresion de ningln tipo
concreto de ciclina D, al contrario que en las hemopatias linfoides. La
expresion de ciclina D2 puede observarse con frecuencia en algunos SLPC-B,
como en la LLC y el linfoma linfoplasmocitico, en los que la sobreexpresion de
esta ciclina es practicamente constante.’* Por otro lado, la expresion de
ciclina D2 es intensa en lineas celulares de origen T y en células de pacientes
con SLPC-T, predominantemente de fenotipo maduro.”* La expresion de
ciclina D3 es ubicua en la mayoria de SLPC-B y en los linfocitos B normales. No
obstante, se encuentra disminuida en aquellos SLPC con sobreexpresion de
ciclina D1 o D2, como el LCM o el mieloma multiple, respectivamente.'*® Este
patron diferencial y selectivo de expresion de ciclinas en las hemopatias
linfoides sugiere la existencia de mecanismos reguladores entre los tres tipos

de ciclinas D.
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= | CM ciclina D1 negativos

La expresion de ciclina D1 se ha considerado imprescindible para el
diagnostico del LCM, por lo que la existencia de los LCM ciclina D1 negativos
ha sido objeto de debate durante anos. La ausencia de expresion de ciclina D1
en el LCM se ha atribuido tanto a tinciones inmunohistoquimicas suboptimas
como a la sensibilidad variable de los diversos métodos para detectar su
expresion. Diversos grupos han revisado series de casos diagnosticados de LCM
en base a criterios histologicos y fenotipicos, comparando sus caracteristicas
clinicas y evolutivas en base a la presencia o ausencia de ciclina D1. Asi,
Yatabe y cols. demostraron que el grupo de LCM con expresion de ciclina D1
presentaba un curso clinico agresivo y debia ser diferenciado del grupo con
negatividad de ciclina D1, que presentaba un prondstico mucho mas
favorable.® Este mismo grupo analizé posteriormente una serie de 151 casos
de LCM, de los cuales 23 (15%) no expresaban ciclina D1." El grupo con
expresion de ciclina D1 presentaba una edad mas avanzada al diagnostico,
mayor frecuencia de infiltracion gastrointestinal e IPl (indice prondstico
internacional) desfavorable, células tumorales de tamano superior, mayor
indice mitético y menor expresion de p27™'. Este grupo presentaba ademas
una supervivencia inferior a la del grupo ciclina D1 negativo (30% vs. 86% a los
5 anos, respectivamente). Estos datos sugerian que ambos grupos
representaban entidades diferentes y que solo el grupo con expresion de
ciclina D1 cumplia las caracteristicas de los auténticos LCM. Asimismo, se

proponia que la positividad para ciclina D1 fuera considerada como uno de los
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criterios para el diagnéstico de LCM y, por tanto, que el término LCM se

utilizara Unicamente para designar aquellos casos con expresion de ciclina D1.

Rosenwald y cols. describieron posteriormente el patréon de expresion
génica del LCM a partir de la identificacién de una serie de genes implicados
fundamentalmente en proliferacion celular que se encontraban
sobreexpresados en esta entidad.®® Con ello se identificaron casos en los que
no se detectaba ARNm de ciclina D1 mediante RT-PCR cuantitativa y cuya
morfologia y fenotipo eran indistinguibles del resto. Estos casos eran
igualmente idénticos a los LCM ciclina D1 positivos en cuanto a la expresion de
los 42 genes que constituian el patron de expresidon génica caracteristica del
LCM. Cabe resaltar que algunos de estos tumores expresaban niveles elevados
de ciclina D3 o de ciclina D2, muy superiores a los observados en los LCM
ciclina D1 positivos. Estos datos iniciales se confirmaron posteriormente en
otro trabajo del mismo grupo®®, en el cual se observd sobreexpresion de
ciclina D2 o D3 en 6 casos de LCM ciclina D1 negativos, dos de ellos incluidos
en el estudio previo. Quedaba asi establecido un nuevo subtipo de LCM,
designado LCM ciclina D1 negativo, con caracteristicas histoldgicas y expresion
génica idénticas al ciclina D1 positivo y en cuya patogénesis podria
desempenar un papel fundamental la sobreexpresion de ciclina D2 o D3. En
ninguno de estos casos se detectd, sin embargo, translocaciones
cromosomicas o amplificaciones afectando los loci de CCND2 o CCND3.
Recientemente se han descrito dos nuevos casos de LCM ciclina D1 negativo

con sobreexpresién de ciclina D2'*%; uno de ellos en una paciente con
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t(2;12)(p12;p13) en el que mediante FISH se observo la fusion de IGK con

CCND2 y el otro en un enfermo en el cual no se pudo realizar el analisis de

células en metafase pero en el que se confirmo la presencia del gen de fusion

IGK-CCND2 mediante FISH.

5.2.2. Alteracion del locus INK4a/ARF

= Delecion de p16N4a

Una proporcion considerable de LCM agresivos presentan deleciones
homocigotas del inhibidor de CDK p16™¢“, situado en 9p21."*°"'*? La funcién
inhibidora de p16™** sobre CDK4 y CDKé mantiene a pRb en su estado activo,
antiproliferativo.' La delecion de p16™“ y los niveles elevados de ciclina D1
cooperan en la aceleracion de la transicion G4/S en las células de LCM al

aumentar la cantidad de complejos ciclina D1-CDK activos a nivel intracelular.

= Delecion de p142fF

El locus de p16™¥* codifica para un segundo transcrito, p14*%, cuya
expresion se encuentra igualmente alterada en las deleciones homocigotas del
locus INK4a/ARF. La proteina p14"% es codificada por el mismo exén 2

utilizado por p16™**® pero por un exén 1 alternativo (exon 1B en vez del exén
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4% bueda potenciar

1a). Aunque es posible que la disrupcién selectiva de p1
por si misma la actividad proliferativa de las células tumorales, su principal
funcion es la de estabilizar a p53, impidiendo su degradacion mediada por

MDM2 (mouse double minute 2 homologue)."*

En el LCM, al igual que en otros linfomas B, las deleciones genémicas
del locus INK4a/ARF generalmente afectan a p16™“ y a p14*f", de manera
que la inactivacion de este locus conlleva simultaneamente una alteracion en
la regulacion del ciclo celular y la inhibicion de la via de p53."* Las
deleciones de INK4a/ARF se observan en aproximadamente un 20% de casos de
LCM® y la disrupcién de ambas vias parece asociarse a un curso clinico mas

agresivo que la inactivacion de la via de p53 Unicamente.”® "%

5.2.3. Amplificacion gendmica de CDK4

En casos de LCM blastoides agresivos se han descrito amplificaciones
genomicas de CDK4 que dan lugar a la sobreexpresion del ARNm y de la
proteina CDK4.%® Estas amplificaciones ocurren casi exclusivamente en casos
de LCM sin alteraciones del locus INK4a/ARF, lo que sugiere que la
amplificacion de CDK4 puede representar un mecanismo patogenético
alternativo de disrupcion del ciclo celular a nivel del punto de control de la

transicion entre las fases Gy y S.
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5.2.4. Amplificacion de BMI-1

Algunos casos de LCM sin alteraciones del locus de p16™“ presentan
amplificacion y sobreexpresion de BMI-1, un gen perteneciente al grupo
Polycomb que interviene en el ciclo celular como represor de la transcripcion
del locus p16™K4a 17148 Aunque las alteraciones de este gen son poco
frecuentes en el LCM, pueden desempenar un papel fundamental en la
patogénesis de un subgrupo de LCM agresivos al suponer un mecanismo

alternativo a las deleciones de p16™%*, observadas con mayor frecuencia.

5.3. Los mecanismos de reparacion del ADN

La progresion de las células a lo largo del ciclo esta monitorizada de
manera adicional en una serie de puntos de control (checkpoints). Estos
mecanismos aseguran que el material genético se conserve intacto y que cada
fase del ciclo se haya completado antes de que se inicie la siguiente. Entre

R™%130 situado

estos puntos de control cabe destacar el ya mencionado punto
en el ultimo tercio de la fase Gy, en el que desempeia un papel fundamental
la pRB, y varios puntos de control adicionales en los que intervienen ATM/ATR
(ataxia-telangiectasia and Rad3 related), CHK1/CHK2 y p53, todas ellas

proteinas supresoras de tumores."""
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ATR y CHK1 impiden el inicio de la mitosis en las células que no han
finalizado la sintesis de ADN. La asociacion de ATR con la horquilla de
replicacion del ADN activa su funcidn quinasa, ocasionando la fosforilacion de
CHK1. A su vez, CHK1 fosforila e inactiva la fosfatasa cdc25c, incapaz asi de
activar a las CDK mitéticas. De esta manera, el complejo ciclina A/B-CDK1
permanece inactivo, sin posibilidad de fosforilar diversos sustratos necesarios
para la entrada de la célula en mitosis. Este proceso continla hasta que se
completa la duplicacion del ADN y tiene lugar el desensamblaje de la
horquilla de replicacion. ATR y CHK1 llevan a cabo su funcién en otros puntos

de control de dano a ADN.

Los puntos de control de daiio gendmico inhiben la progresion a lo largo
del ciclo celular hasta que se completa la reparacion del ADN dahado. La
detencion del ciclo en Gy y S previene la copia de bases danadas y la
existencia de reordenamientos cromosomicos. La detencion del ciclo en G2
permite la reparacion, antes de la mitosis, de los danos producidos en la
doble hélice. En situaciones de dafo gendémico producido, por ejemplo, por
radiaciones UV, la activacién de ATM produce la fosforilacion de CHK2, que a
su vez fosforila a la fosfatasa cdc25a, la cual es degradada por la via del
proteasoma. Al no producirse la defosforilacion de CDK2 por cdc25a, CDK2
permanece inactiva sin poder formar complejos con las ciclinas E y A, de
manera que la célula queda detenida en G; 0 S. Un proceso muy similar tiene
lugar en respuesta al dafo gendmico inducido por radiaciones gamma, que

implica a la via ATR/CHK2.
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La proteina p53 contribuye a la detencion del ciclo celular en las
células portadoras de ADN danado. Las células con p53 funcional se detienen
en Gy y G cuando son expuestas a radiaciones gamma. Aunque p53 es un
factor de transcripcion, en condiciones normales es muy inestable y no suele
acumularse hasta niveles suficientes para activar la transcripcion.”™ La
inestabilidad de p53 es debida a la poliubiquitinizacion por una ubiquitin-
ligasa denominada MDM2 y su posterior degradacion por la via del proteasoma.
Esta rapida degradacion es inhibida por ATM y probablemente ATR, que
fosforilan a p53 en su lugar de unién a MDM2. Esta y otras modificaciones de
p53 en respuesta al dano gendémico aumentan su capacidad de activar la
transcripcion de genes que participan en la reparacion del ADN. Uno de estos
genes codifica para p21"", capaz de inhibir cualquier tipo de complejo
ciclina-CDK. Como consecuencia, la célula queda detenida en G1 y G2 hasta
que tiene lugar la reparacion del ADN dafado y los niveles de p53 y p21Waf
disminuyen.’ En situaciones de dafo genémico masivo, p53 es capaz de

inducir la expresion de genes implicados en la activacion de la muerte celular

por apoptosis.

5.4. Alteraciones relacionadas con la respuesta al dafio genémico
La elevada frecuencia de alteraciones cromosémicas y cariotipos

tetraploides observados en un subgrupo de pacientes con LCM agresivo sugiere

que las alteraciones en las vias de respuesta al dano al ADN y puntos de
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control mitoticos constituyen otro mecanismo fundamental en la patogénesis

de esta entidad.®>""

5.4.1. Delecion de ATM

Una de las mas frecuentes alteraciones citogenéticas adicionales a la
t(11;14)(q13;932) es la delecion de 11q22-23, region en que se localiza el gen
ATM.B349 Entre el 40 y el 75% de casos de LCM presentan mutaciones de ATM
que afectan fundamentalmente al dominio quinasa PI-3 (phosphotidyl-inositol
3) o dan lugar a formas truncadas de la proteina.®®”1°® El gen ATM codifica
una fosfoprotein-quinasa perteneciente a la superfamilia de las PI-3 quinasas
que desempena un papel central en la respuesta al dafio a ADN. Ademas de
resultar fundamental para la activacion de TP53 tras producirse una agresion
al ADN y durante el proceso de recombinaciéon V-D-J de las
inmunoglobulinas, > ATM controla, asimismo, la fosforilacion de genes

efectores como TP53, MDM2, BRCA1, CHK2 y NBS1."™°

La inactivacién de ATM en el LCM se asocia con un elevado nimero de
alteraciones cromosomicas, lo que sugiere que es responsable, al menos en
parte, de la inestabilidad cromosdmica que presentan estos tumores.®® Por
otro lado, el hecho de que las alteraciones de ATM se observen en las formas
clasicas y blastoides de LCM con frecuencias similares y no parezcan estar

relacionadas con la proliferacion tumoral o con el comportamiento clinico
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sugiere que dichas alteraciones pueden representar un fenomeno precoz o
predisponente en estas neoplasias.®’ En este sentido, se ha descrito la
mutacion heterocigota de ATM en la linea germinal y la pérdida del alelo no

mutado en las células tumorales de un paciente diagnosticado de LCM.%

5.4.2. Inactivacion de CHK1y CHK2

CHK1 y CHK2 son dos quinasas que actUan a un nivel posterior a ATM,
inhibiendo la progresion del ciclo celular en respuesta a la activacion de ATM
y ATR en situaciones de dano al ADN. Las mutaciones y la disminucion de
expresion de CHK2 son muy poco frecuentes en los linfomas B aunque se han
descrito en un subgrupo de LCM que presentan un numero elevado de
desequilibrios cromosémicos. De manera similar a lo que ocurre con ATM, las
mutaciones de CHK2 observadas en la linea germinal de algunos pacientes con
LCM sugieren la posibilidad de que estas mutaciones sean fendmenos

predisponentes para el desarrollo de este tipo de linfomas. '¢%"¢!

Se han descrito casos aislados de LCM que presentan disminucion de

expresion de la proteina CHK1 pero hasta el momento no se han identificado

mutaciones de este gen.'®
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5.4.3. Alteracion de TP53

p53 es un factor de transcripcion clave que se sobreexpresa en
situaciones de estrés celular e induce la detencion del ciclo celular o la
entrada de la célula en apoptosis.'® La inactivacion de TP53 es un fenomeno
poco frecuente en el LCM clasico con bajo indice proliferativo pero se observa
en el 30% de LCM blastoides con elevado indice proliferativo, en los que se

asocia a un peor prondstico.?! 8288164

En una pequena proporcion de LCM se han detectado niveles elevados
de MDM2 que pueden representar un mecanismo alternativo a la inactivacion
de TP53 al inducir su degradacion.’® Sin embargo, el mecanismo por el cual se
produce el aumento de expresion de MDM2 no se conoce ya que no se ha

observado correlacion con el nUmero de copias de ADN.

5.5. La apoptosis

5.5.1. Aspectos generales

La apoptosis es el proceso de muerte celular por el cual las células son

eliminadas en respuesta a diversos estimulos. Este proceso, fundamental en el

desarrollo embrionario y en el mantenimiento de la homeostasis, responde a

estimulos fisioldgicos y patologicos. Morfologicamente se caracteriza por una
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serie de cambios celulares que consisten, basicamente, en una disminucion
del volumen celular, condensacion de la cromatina y fragmentacion del
nucleo y el citoplasma en pequenos corpusculos rodeados de membrana
(cuerpos apoptoticos). Paralelamente a los cambios en la morfologia celular
se producen alteraciones bioquimicas, entre las que destacan la pérdida de la
asimetria en la composicion de la membrana plasmatica y cambios en el
potencial de membrana mitocondrial.'® En las fases iniciales de la apoptosis
los residuos de fosfatidilserina, que en condiciones normales se localizan
exclusivamente en la cara interna de la membrana celular, quedan también
expuestos en la cara externa. Esta y otras sefiales permiten la fagocitosis de
las células apoptéticas por los macrofagos. Asimismo, tiene lugar la activacion
de proteasas y endonucleasas dependientes de calcio y magnesio que actuan
sobre el ADN genomico, generando multiples fragmentos de ADN de 180-200

pares de bases.

La desregulacion del programa de muerte celular esta implicada en
numerosas patologias. La disminucion de la apoptosis permite la persistencia
de células con alteraciones genéticas o autorreactivas, fundamentales en el
desarrollo de neoplasias y enfermedades autoinmunes, respectivamente. Por
el contrario, la activacion inapropiada de la apoptosis puede ser la causa o
contribuir al desarrollo de diversos trastornos neurodegenerativos, el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y los sindromes

mielodisplasicos, entre otros.
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La apoptosis es un proceso conservado durante la evolucion de las
especies, lo que ha permitido su caracterizacion a través del estudio de
modelos relativamente sencillos. El modelo mas utilizado para el analisis de
los mecanismos de apoptosis es el nematodo Caenorhabditis elegans, en el
cual se describieron los primeros genes esenciales para el correcto desarrollo
del programa de muerte celular (CED-3 y CED-4, de cell death proteins,
proteinas de muerte celular). Estos genes codifican para las proteinas CED-3 y
CED-4, antagonizadas por CED-9, que actua protegiendo a la célula de la
activacion accidental del programa de apoptosis. Estudios posteriores'®®
pusieron de manifiesto que CED-4 actuaria como molécula adaptadora entre la
reguladora CED-9 y la efectora de muerte celular CED-3. En ausencia de
apoptosis CED-9 se encuentra unida a CED-3 y -4, inhibiéndolas, mientras que
ante un estimulo proapoptético se produce la disociacion de CED-9, la

activacion de CED-3 y, consecuentemente, de otras proteinas efectoras de la

apoptosis.

La identificacion de la proteina CED-3 como miembro de una familia de
cistein-proteasas (caspasas) supuso la primera evidencia de la implicacién de
éstas en la apoptosis.'”” BCL-2 fue el primer homélogo de las proteinas CED
descrito en vertebrados, es estructural y funcionalmente muy similar a CED-9
y, por tanto, inhibidor de la apoptosis.’®® En la actualidad, cada uno de los
genes CED de C. elegans tienen, como minimo, un homoélogo funcional en

mamiferos.
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El desarrollo del programa de muerte celular puede dividirse en
diferentes etapas: (i) en la fase de activacion, estimulos intra y extracelulares
actian sobre multiples vias de senalizacion y activan la maquinaria
apoptotica; (ii) en la fase de ejecucidon, la maquinaria apoptotica activada
actla sobre diferentes dianas celulares; (iii) finalmente, en la fase de
destruccion tienen lugar los cambios morfoldgicos y bioquimicos propios de la

muerte celular programada.

5.5.2. Las caspasas

Las caspasas (cysteine-aspartate-proteases) son una familia de
proteasas que constituyen la maquinaria efectora de la apoptosis.’® Todas
ellas proteolizan sus sustratos tras residuos especificos de acido aspartico y
son asimismo activadas por protedlisis tras residuos de acido aspartico. Se han
clonado y caracterizado 14 caspasas en mamiferos, la mayoria de las cuales
estan implicadas en el proceso de muerte celular programada. Las caspasas se
sintetizan como precursores inactivos, zimogenos o proenzimas, compuestos
por cuatro dominios: un dominio amino-terminal (polipéptido N-terminal o
prodominio), una subunidad grande, una subunidad pequefa y una region de
union flanqueada por residuos de aspartato.’”® La activaciéon de las caspasas
tiene lugar a través de mecanismos de proteodlisis, a consecuencia de los
cuales se eliminan el prodominio y la region de union. Posteriormente se

ensamblan las subunidades grande y pequefa, formando un heterodimero que
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contiene el centro activo de la caspasa (figura 5). Los estudios cristalograficos
han puesto de manifiesto que las caspasas activas estan formadas por dos
heterodimeros que interaccionan mediante sus subunidades pequeias, dando
lugar a un tetramero con dos centros activos. Cada centro activo esta formado
por secuencias de aminoacidos de las subunidades grande y pequeia,

necesarias para el reconocimiento del sustrato y su procesamiento.

En los mamiferos, las caspasas se dividen en iniciadoras (upstream) y
efectoras (downstream), segin el momento en que actlen en la cascada
proteolitica. Las caspasas iniciadoras tienen prodominios largos que contienen
estructuras capaces de interaccionar con proteinas adaptadoras especificas.
En estos prodominios se han descrito dos tipos de estructuras de interaccion:
DED (death effector domain) y CARD (caspase recruitment domain). Por el
contrario, las caspasas efectoras poseen prodominios cortos. Las caspasas
iniciadoras presentan especificidad para sustratos que son similares a los
lugares de reconocimiento para caspasas presentes en su propia secuencia, lo
que implica que tienen la capacidad de autoactivarse. Asimismo, varias
procaspasas efectoras, entre ellas las procaspasas 3 y 7, presentan en su

secuencia lugares dptimos para su reconocimiento por parte de las caspasas
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iniciadoras.
Prodominio Subunidad grande Subunidad pequefia
| | | \
u = )
N-terminal Dominio p20 Dominio p10

Centro activo M Heterodimero

Heterotetramero

Figura 5. Estructura de las caspasas. Las caspasas son sintetizadas en forma de precursores
inactivos (proenzimas o zimogenos) constituidos por un dominio de 20 kDa, otro de 10 kDa y
un prodominio N-terminal denominado CARD o DED. La activacion de las caspasas tiene lugar
mediante protedlisis entre los dominios p20 y p10 y, generalmente, entre el prodominio y el
dominio p20. Los dominios p10 y p20 forman heterodimeros. Tras experimentar cambios
conformacionales queda constituido el centro activo. Las caspasas activas son tetrameros

formados por la unién de dos heterodimeros y, por tanto, tienen dos centros activos.

Una vez activas, las caspasas proteolizan numerosos sustratos
intracelulares. El primer sustrato de caspasas descrito fue la PARP (poli-(ADP-
ribosa)-polimerasa), utilizado desde entonces como marcador de apoptosis. La
PARP se une al ADN danado, inhibe los procesos de replicacion y transcripcion

y permite la unién de enzimas reparadoras del ADN. La protedlisis de la PARP
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tiene lugar principalmente a través de caspasa 3. En este proceso se generan
dos fragmentos, uno de 85 kDa, que contiene el dominio catalitico C-terminal,
y otro de 16 kDa, que contiene el dominio N-terminal de unién al ADN. Con la
proteolisis de la PARP se bloquea uno de los mecanismos de reparacion del

ADN vy se facilita la entrada de la célula en apoptosis.

La actividad caspasa es controlada a varios niveles. Por un lado, las
sefales proapoptéticas que activan las caspasas iniciadoras estan reguladas a
través de mecanismos complejos. Por otro, existen mecanismos de regulacion
de la degradacion de las caspasas activas a través del proteasoma. Por ultimo,
la actividad enzimatica de las caspasas esta a su vez regulada por diversas

proteinas.

5.5.2.1. Vias de activacion

Se han descrito tres mecanismos fundamentales de activacion de

caspasas'’' (figura 6):

* Procesamiento por caspasas iniciadoras (upstream): la mayoria de
procaspasas efectoras se activan mediante protedlisis entre los
dominios p10 y p20 y, generalmente, también entre el prodominio y

p20. Esta protedlisis tiene lugar tras residuos de acido aspartico y
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resulta fundamental en la amplificacion e integracion de las senales

proapoptaticas.

Procesamiento inducido por proximidad: es el mecanismo que tiene
lugar en la via de los receptores de muerte para la activacion de
caspasa 8. La union de numerosas moléculas de procaspasa a los
receptores de muerte a través de moléculas adaptadoras produce
una concentracion elevada de proenzima. En esta situacion, la
escasa capacidad proteolitica intrinseca de caspasa 8 es suficiente
para permitir la activacion de varias proenzimas, que se proteolizan

Yy activan unas a otras.

Procesamiento por asociacion a subunidades reguladoras: es el
mecanismo mas complejo, utilizado en la activacion de procaspasa
9, que requiere la asociacién de ésta a la molécula adaptadora
Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) y la formacion del

denominado apoptosoma. '’
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Figura 6. Mecanismos de activacion de las caspasas. (A) Proteolisis por caspasas
iniciadoras (upstream) en el caso de caspasas efectoras (downstream). (B)
Procesamiento inducido por reclutamiento de multiples moléculas de procaspasa 8.
(C) Formacion de holoenzimas. En este caso, la activacion de caspasa 9 tiene lugar

mediante un cambio de conformacion y no por protedlisis.

5.5.2.2. Mecanismos inhibidores

= |APs (inhibitor of apoptosis proteins)

Las IAPs son los Unicos inhibidores endogenos conocidos capaces de
actuar sobre caspasas iniciadoras y efectoras. Las primeras IAPs fueron
identificadas en baculovirus'’® y posteriormente se describieron en Drosophila
y numerosas especies de vertebrados. Las IAPs son fundamentalmente

inhibidoras de la actividad caspasa pero también participan en la regulacion
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del ciclo celular y en la modulacion de la transduccion de seiales. La primera

IAP identificada en mamiferos fue NAIP (neuronal apoptosis inhibitory

protein)'’*; posteriormente se describieron c-IAP1, c-IAP2, XIAP (X-

chromosome-linked IAP), survivina, livina y Ts-IAP (testis-specific IAP)'7>17¢

(figura 7).

NAIP ~0-O-@—{HiHHI e 1403
c-laP1 -O—C-0—LHF o

C-1aP2  -Q—Q-0—{ZHF o

XIAP —Q-Q—F 497

Survivina =Q~fF 142

Livina —O—{F 28

Ts-1AP Ok 237

Dominio BIR

Dominio RING

CARD

Helice superenrollada
NOD

Repeticiones de leucinas
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Figura 7. Estructura de los miembros de la familia de las IAP. BIR: baculoviral IAP repeat.
CARD: caspase recruitment domain. RING: RING zinc-finger. NOD: nucleotide-binding

oligomerization domain.

La mayoria de las interacciones de las IAPs tienen lugar a nivel de los
dominios denominados BIR (baculoviral IAP repeat), incluida la inhibicion de

las caspasas (restringida a las caspasas 3, 7 y 9) aunque con afinidad
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variable."”"7° Las IAPs presentan en su secuencia uno o varios dominios BIR,
ricos en cisteina e histidina, que unen cationes de zinc. Las interacciones
especificas con caspasas iniciadoras y efectoras se realizan a través de
dominios BIR concretos; asi, las IAPs con multiples dominios BIR utilizan el
segundo dominio para inhibir las caspasas 3 y 7, mientras que el tercero sirve
de union a caspasa 9."%'® Entre las IAPs con un Unico dominio, Ts-IAP inhibe

a caspasa 9, survivina se une a las caspasas 3 y 7'

y livina es capaz de
inhibir a las caspasas 3, 7 y 9."® Cabe destacar que el dominio BIR1, presente
en NAIP, c-IAP1, c-IAP2 y XIAP, no posee la capacidad de inhibir caspasas. Este

dominio es el menos conservado de los BIR, sin que hasta el momento se

conozca su funcion (figura 8).

Inhibicion de  Inhibicicn de caspasa

caspasas 3y 7 9
| I |
imnicioglin

S'UTR ] M“‘E’é’-‘ "m H 3'UTR
- ~ BIR1 { BRI BIRI RIF - -

I | I

Unidn a XAF1, Smac y Omi Actividad E3

| | ubiquitin-ligasa
Umidn a TAB1

Activacion de JMK y MF-kB

Figura 8. Mapa funcional de las actividades e interacciones de XIAP. BIR: baculoviral IAP

repeat. RZF: ring zinc-finger. UTR: untranslated region.
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La mayoria de las IAPs presentan ademas dominios RING o RZF (ring
zinc-finger) que actlan como adaptadores, reclutando proteinas o complejos
diversos, e induciendo su ubiquitinizacion y posterior degradacion a través del
proteasoma.'® Asi, la rapida degradacion de las IAPs que tiene lugar tras el
tratamiento ex vivo con corticoides o etopdsido puede ser bloqueada con
inhibidores del proteasoma.'® Entre los sustratos de las IAPs que siguen esta

7'% y la proteina inhibidora

via de eliminacién se encuentran las caspasas 3 y
de IAPs Smac (Second mitocondrial activator of caspases)/DIABLO (Direct IAP-
Binding Protein with Low PI)."®"18 En células sanas sometidas a una situacion
de estrés insuficiente para desencadenar la apoptosis, las caspasas activadas
son inicialmente inhibidas por las IAPs (principalmente XIAP), cuya interaccion
provoca la autoubiquitinizacion de la IAP y la degradacion del complejo IAP-
caspasa en el proteasoma. Por el contrario, si la situacion de estrés a que se
ve sometida la célula es letal, las IAPs son saturadas por las interacciones con
Smac y Omi, esta Ultima también inhibidora de IAPs. La degradacion de los

complejos IAP-Smac e IAP-Omi ocasiona una deplecion de IAPs y permite la

activacion no restringida de caspasas.'®

Algunas IAPs (c-IAP1 y c-IAP2) poseen dominios CARD que median la
oligomerizacion con otras proteinas igualmente portadoras de CARD.' La
localizacion de este dominio en las IAPs es poco habitual, ya que se localiza
en una posicion central, entre los dominios BIR y el RZF, en vez de situarse en
el extremo carboxi-terminal en que se localizan casi exclusivamente el resto

de dominios CARD, DD y DED (estructuralmente relacionados). Por el
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momento, la funcion que los CARD desempeiian en c-IAP1 y c-IAP2 es

desconocida.

NAIP es la Unica IAP que contiene un dominio de union a nucleotidos
NOD (nucleotide-binding oligomerization domain) flanqueado distalmente por
14 secuencias repetidas ricas en leucina. Esta estructura, Unica entre las IAPs,
podria estar relacionada con un posible papel de NAIP en la respuesta contra
patégenos intracelulares.” Asi, tras la activacion de caspasas pro-
inflamatorias, fundamentalmente caspasa 1, la activacion de NAIP bloquearia
el reclutamiento de caspasas efectoras, impidiendo el desarrollo del programa

de muerte celular por apoptosis.'®’

Survivina es el Unico miembro de las IAPs cuya expresion tiene lugar tan
solo en la fase G2/M del ciclo celular, durante la que se localiza en intima
relacién con diferentes componentes del aparato mitotico.””>'”® De este
modo, survivina desempena una doble funcion al participar en la inhibicion de
la apoptosis y en el control de la progresion del ciclo celular, regulando la
segregacion de los cromosomas Y la division celular. El mecanismo por el cual
survivina ejerce una funcidon antiapoptotica no se conoce con exactitud.
Inicialmente se sugiri6 una accion directa sobre caspasa 3 pero
posteriormente se demostrd que survivina era incapaz de unirse a ésta.'™ El
mecanismo alternativo podria ser la unién de survivina a caspasa 9 y/o la

neutralizacion de la proteina inhibidora de IAPs, Smac/DIABLO, liberando de
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este modo a otras IAPs que asi podrian ejercer su actividad inhibidora sobre

las caspasas.

Ademas de inhibir a las caspasas y ubiquitinizar sustratos, XIAP
participa en vias de transduccion de senales, fundamentalmente en la
activacion de las vias de JNK y NF-kB. Por otro lado, XIAP y c-IAP1 son ademas
sustrato de las caspasas.’” En la mayoria de casos, la deteccidén de sus
fragmentos proteoliticos solo tiene lugar en células apoptoticas, por lo que la
protedlisis de las IAPs parece ser un marcador de muerte celular y no un

mecanismo de proteccion de la célula.'*'"’

A su vez, la funcion de las IAPs esta regulada, al menos, por tres
proteinas inhibidoras (figura 9): XAF1 (XIAP-associated factor 1), Smac/DIABLO
y Omi/HtrA2. XAF1, de localizacién nuclear, se une directamente a XIAP,
predominantemente citoplasmatica, e interfiere en la inhibicion de ésta sobre
caspasa 3. Se ha propuesto que la expresion de XAF1 provocaria la
translocacion de XIAP al nicleo.' Smac y Omi son proteinas mitocondriales
que son liberadas al citoplasma durante la apoptosis. Smac tiene capacidad
para inhibir a todas las IAPs; en el caso concreto de XIAP, aunque Smac puede
unirse tanto a BIR2 como a BIR3 y por ello interferir en la inhibicién de las
caspasas 3, 7y 9, la unién mas fuerte es la que tiene lugar con BIR3.""2% Ep
cuanto a Omi, su Unica actividad proapoptética descrita hasta el momento es

la unién directa a XIAP y la inhibicion de la interaccién XIAP-caspasa.?’"2%
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Figura 9. Papel de las IAPs en la regulacion de las vias de apoptosis. Las sefales de muerte
celular inducen la expresion y activacion de los miembros proapoptdticos de la familia de
BCL-2. El balance entre proteinas pro- y antiapoptoticas constituye el primer punto de
control. Si el grado de activacion es suficiente, las proteinas proapoptdticas inducen la salida
de citocromo c al citoplasma a través de poros en la membrana mitocondrial externa. La
liberacion de citocromo ¢ desencadenara la activacion de la caspasa 9 solo en el caso de que
se supere un segundo punto de control, en el cual los niveles de IAPs y de moléculas
inhibidoras de éstas, principalmente XAF1, determinan el futuro de la célula. Niveles
elevados de IAPs impiden la activacion adicional de caspasa 9 y caspasas efectoras y
participan en la eliminacion de las caspasas activas a través del proteasoma mediante su
actividad ubiquitin-ligasa. Por el contrario, si la cantidad de caspasa 9 activa es suficiente, se
produce la activacion de las caspasas 3 y 7. Asimismo, la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial a través de la activacion del PTP (permeability transition pore) permite la salida
de Smac/Diablo y Omi/HtrA2.

58



Introduccion

= FLIP (FLICE/caspase 8 Inhibitory Protein)

Posee dos regiones homologas de dominios efectores de muerte (DED),
de manera similar a las caspasas 8 y 10. Inicialmente se describio en virus tipo
herpes y baculovirus (v-FLIP) y, posteriormente, en células de vertebrados®®
(c-FLIP), donde se han identificado dos variantes: c-FLIPs y c-FLIP.. La
estructura de ambos es similar a la de v-FLIP pero poseen, ademas, un

dominio N-terminal, de mayor longitud en el caso de c-FLIP,.

Debido a la similitud estructural existente entre caspasa 8 y FLIP, estas
proteinas interfieren en la union de caspasa 8 a su receptor, la molécula
adaptadora FADD (FAS-associated via death domain), a través de sus dominios

DED.2%

5.5.3. Las vias de apoptosis

5.5.3.1. Apoptosis inducida por receptores de muerte

Los receptores de muerte mejor conocidos son Fas/CD95/Apo1, TNF-Ry
TRAIL-R. Todos ellos se caracterizan por tener dominios extracelulares
similares, ricos en cisteina, y un dominio intracitoplasmatico (DD, death
domain, dominio de muerte) responsable de transducir el estimulo

205,206

apoptotico. La union de los receptores de muerte a ligandos
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extracelulares especificos (FasL, TNF y TRAIL, respectivamente) induce el
reclutamiento de la proteina adaptadora FADD y de procaspasa 8 (también de
procaspasa 10), que da lugar a la formacion de un complejo denominado DISC
(death-inducing signaling complex). Este proceso tiene lugar mediante la
asociacion del receptor de muerte con FADD a través de sus respectivos DD
(figura 10). En algunos casos esta interaccion tiene lugar a través de TRADD,
otra molécula que también contiene DD. La activacion de procaspasa 8
requiere a su vez la interaccion con FADD a través de sus DED. La agregacion
de dos o mas moléculas de procaspasa 8, proximas entre ellas al estar unidas
a FADD, probablemente sea suficiente para inducir su autoprocesamiento y

activacion.

La principal caspasa iniciadora en esta via es la caspasa 8 que, al ser
proteolizada, activa una cascada de caspasas, concretamente y de manera
directa a la procaspasa 3, en una secuencia de hechos que culminara con la

muerte de la célula.
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Figura 10. Via extrinseca o de receptores de muerte. Composicion de los diferentes DISC
(death-inducing signaling complex) que se forman en la sefializacién de los receptores de
muerte TNFR1, CD95/Fas/Apo1 y DR4/5. La unidn ligando-receptor da lugar a un cambio de
conformacion de este Ultimo y al ensamblaje de su extremo intracitoplasmatico en el
complejo de senalizacion mediante la union de los dominios DD. Posteriormente se produce el
reclutamiento de la procaspasa 8 a través de los dominios DED. La activacion de caspasa 8 en

el DISC tiene lugar por autoprotedlisis inducida por proximidad.

5.5.3.2. Apoptosis inducida por estrés celular

Existe una segunda via fundamental de activacion de caspasas que
tiene lugar en diversas situaciones, conocidas globalmente como de estrés

celular. Es la denominada via intrinseca o mitocondrial.?”’ Esta via se
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desencadena en respuesta a una gran variedad de estimulos externos e
internos, como la deprivacion de nutrientes o de senales de supervivencia y el
dano provocado al ADN por agentes quimioterapicos o radiaciones. En estas
situaciones, algunas proteinas habitualmente localizadas en el espacio
intermembrana mitocondrial son liberadas al citoplasma para participar en el
proceso de muerte celular. Una de estas proteinas es el citocromo c,
componente fundamental de la fosforilacion oxidativa y de la produccion de
ATP en la mitocondria. Una vez en el citoplasma, el citocromo c se une a los
dominios autoinhibitorios (dominios WD) de la molécula adaptadora Apaf-1,
habitualmente inactiva en el citoplasma. Tras esta union y en presencia de
ATP/dATP, Apaf-1 experimenta un cambio de conformacion que permite el
reclutamiento de la procaspasa 9. La union de Apaf-1 y procaspasa 9 se
realiza a través de los dominios CARD. Se forma asi un complejo heptamérico
que incluye varias moléculas de citocromo c, Apaf-1 y procaspasa 9,
denominado apoptosoma. La oligomerizacion de Apaf-1 a través de su dominio

NOD induce la autoactivacion de procaspasa 9.

5.5.3.3. Conexion entre las vias de receptores de muerte y

mitocondrial

La conexion de las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis tiene lugar

a través de la proteina “sélo BH3” BID, un miembro proapoptético de la

familia de BCL-2. La protedlisis de BID por caspasa 8 da lugar a su forma
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activa tBID (truncated BID, BID truncado), dotado de una elevada actividad
proapoptotica. La translocacion de tBID a la mitocondria y su interaccién con
otros miembros de la familia de BCL-2 ocasiona la salida de citocromo c,
favorece la formacion del apoptosoma, la activacion de la procaspasa 9 y la
participacion de la via mitocondrial de apoptosis (figura 11). En la mayor
parte de situaciones, la conexion entre las dos vias de muerte celular es

minima y ambas operan de manera independiente.

En funcion de la necesidad de que intervenga la via intrinseca para que
tenga lugar la apoptosis por activacion de los receptores de muerte se pueden
clasificar las células en dos tipos. En las células de tipo I, el procesamiento de
caspasa 8 es suficiente para activar la cascada de caspasas; la apoptosis en
estas células es independiente de la via mitocondrial y de las proteinas de la
familia de BCL-2. Por el contrario, en las células de tipo Il la existencia de
apoptosis en respuesta a la estimulacion de los receptores de muerte depende
de la translocacion de tBID a la mitocondria, la salida de citocromo c y la

activacion de la via intrinseca.?%®
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Apcpiotic subsirates

Figura 11. Vias de apoptosis. Conexion entre las vias de los receptores de muerte y
mitocondrial. La via de los receptores de muerte (a la izquierda de la figura) se inicia con la
union de miembros de esta superfamilia a sus respectivos ligandos. Esta union induce la
formacion de un DISC y el reclutamiento, a través de la molécula adaptadora FADD, de
multiples moléculas de procaspasa 8, que se activan por proximidad. La activacion de caspasa
8 puede ser bloqueada por diversos mecanismos, entre ellos la union de c-FLIP. La via
mitocondrial (a la derecha) se activa en respuesta a dafno celular. Diversos estimulos externos
e internos convergen en la mitocondria, generalmente mediante la activacion de miembros
proapoptoticos de la familia de BCL-2. Tras la liberacion al citoplasma de una serie de
moléculas, habitualmente localizadas en el interior de la mitocondria, tiene lugar la
asociacion de Apaf-1, procaspasa 9 y citocromo c, que da lugar a la formacion del
apoptosoma. Ambas vias de muerte convergen a nivel de la activacion de caspasa 3. La
actividad de caspasa 3 puede ser inhibida por las IAPs, que a su vez son antagonizadas por
Smac/DIABLO. La conexion entre las vias extrinseca e intrinseca tiene lugar a través de BID,
miembro proapoptdtico de la familia de BCL-2, cuya protedlisis por caspasa 8 da lugar a su
forma activa, truncada, capaz de translocar a la mitocondria y promover la salida de

citocromo c.
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5.5.4. Las proteinas de la familia de BCL-2

Los miembros de la superfamilia de BCL-2 son los principales
reguladores de la via mitocondrial de apoptosis. En mamiferos esta familia se
encuentra constituida, al menos, por 17 miembros capaces de integrar senales
intra y extracelulares y de determinar, en funcion de éstas, si la célula debe
activar la via mitocondrial de muerte.???'% Las diferentes proteinas de la
familia de BCL-2 pueden clasificarse en tres subfamilias, que interaccionan
entre ellas de diversos modos (figura 12): (i) los miembros antiapoptoticos
(BCL-2, BCL-X_, BCL-W, MCL-1 y A1 en humanos) protegen la célula ante
situaciones de citotoxicidad. Por el contrario, las otras dos subfamilias, cuyos
miembros se han identificado en su mayoria como proteinas de union a BCL-2
(BCL-2 binding proteins), favorecen la apoptosis; (ii) la primera subfamilia
proapoptoética incluye a BAX, BAK y BOK, proteinas caracterizadas por

presentar una estructura muy similar a BCL-2,%'"?"2

principalmente en tres
regiones denominadas BH1, BH2 y BH3 (BCL-2 homology regions); (iii) la
segunda subfamilia proapoptoética, constituida por proteinas que solo
contienen el dominio BH3 (BH3-only proteins, proteinas “sélo BH3”), incluye
al menos 8 miembros: BIK, BAD, BIM, BID, BMF, HRK, NOXA y PUMA. Estas
proteinas son estructuralmente muy diferentes a BCL-2 y a su vez distintas
entre ellas, excepto por la presencia de la region BH3, imprescindible para el

desarrollo de la funcién proapoptética.?’®*™ La induccién de apoptosis por

estrés celular requiere ambos tipos de proteinas proapoptoticas.
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Figura 12. Estructura de los miembros de la familia de BCL-2. Las proteinas de la familia de
BCL-2 se clasifican funcionalmente en tres tipos: los miembros del primer grupo se
caracterizan por presentar cuatro dominios cortos BH1-BH4 (BCL-2 homology), asi como un
extremo hidrofobico C-terminal, necesario para el enclavamiento de las proteinas en la
membrana mitocondrial externa (TM, transmembrane domain). Todos los miembros de este
grupo poseen actividad antiapoptotica. Por el contrario, las proteinas del segundo y tercer
grupo presentan actividad proapoptotica. Los miembros de tipo BAX tienen una estructura
muy similar a las del primer grupo pero carecen del dominio BH4. El tercer grupo esta
integrado por proteinas que Unicamente tienen en comin con los miembros de los otros
grupos el dominio BH3. En la figura no aparecen aquellos miembros de la familia de BCL-2
cuya funcion esta todavia por determinar (BOO/DIVA, BCL-Rambo, BCL-G, BCL-B, BNIP3, BFK).

Si se muestran las proteinas de C. elegans CED-9 y EGL-1.
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Las proteinas “solo BH3” parecen actuar como sensores de dafno vy
antagonistas directos de BCL-2 y demas proteinas antiapoptéticas. Por el
contrario, la subfamilia de proteinas “tipo BAX” actUa a un nivel posterior,
permeabilizando la membrana mitocondrial externa y quizas el reticulo

endoplasmatico y la membrana nuclear.

La funcién de BAX y BAK parece ser muy similar, incluso superponible
en algunos casos, ya que la pérdida de uno de los dos genes tiene
consecuencias minimas en la mayoria de tejidos (BAX es necesario en la
espermatogénesis y en ciertas células del sistema nervioso) mientras que la
ausencia de ambas proteinas implica una resistencia a los estimulos
intracelulares de muerte que actlan a través de la via mitocondrial y es
incompatible con la vida.?"® La principal diferencia estructural entre BAX y
BAK es que BAX se encuentra mayoritariamente en el citoplasma de las células
mientras que BAK se localiza en la cara citoplasmatica de la membrana
mitocondrial externa y del reticulo endoplasmatico. En respuesta a estimulos
citotoxicos, BAX se transloca a estas membranas y ambas proteinas
experimentan un cambio en su conformacion, formando homo-oligomeros que
contribuyen a la permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa. El
mecanismo mediante el cual tiene lugar esta permeabilizacion no se conoce

con exactitud.2%"216

Inicialmente se considerd que las proteinas “solo BH3” eran capaces de

unirse a todos los miembros antiapoptéticos de la familia de BCL-2. Estudios
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posteriores demostraron que existian uniones preferentes.?'” Asi, mientras
BIM, tBID y PUMA se unen a todas las proteinas antiapoptdticas, NOXA se une
Unicamente a MCL-1 y A1, y BAD sélo a BCL-2, BCL-X, y BCL-W*'*?"® (figura
13). En este sentido cabe senalar que BIM y PUMA son mucho mas potentes
que el resto de miembros “s6lo BH3” que presentan afinidad selectiva por
algunas proteinas antiapoptoticas, aunque la combinacion de NOXA y BAD
induce apoptosis de manera igualmente efectiva. Todo ello indica que para
que la apoptosis se desarrolle correctamente es necesaria la neutralizacion de
varias proteinas antiapoptéticas y que éstas pueden no tener una funcion

completamente equivalente.

BlM 6 BAD
PLIMA
tBID
T O v
—

Figura 13. Uniones preferentes de los miembros “s6lo BH3” de la familia BCL-2.
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5.5.4.1. Mecanismos de activacion

Las proteinas “sélo BH3” actlan a un nivel previo a BAX y BAK puesto

que no inducen apoptosis en células carentes de ambas. Existen dos modelos

que explican este fenomeno (figura 14):

El modelo de activacion indirecta, el mas aceptado, se basa en el
hecho de que todos los miembros “s6lo BH3” se unen Unicamente a
proteinas antiapoptoticas, facilitando de este modo la activacion de
BAX y BAK. Segln este modelo, BIM, tBid y PUMA son inductores mas
potentes de apoptosis que BAD y NOXA simplemente porque tienen

la capacidad de unirse a todas las proteinas antiapoptoticas.?'*2'8220

El modelo de activacion directa se considera en la actualidad
minoritario y se basa en la existencia de dos tipos de proteinas, las
activadoras (BIM y tBID principalmente, pobablemente también
PUMA), con capacidad para unirse y activar a BAX y BAK, y las
sensibilizadoras (el resto de proteinas “solo BH3”), que actuarian
uniéndose sélo a los miembros antiapoptoticos, liberando a BIM y

tBid y facilitando su unién con BAX y BAK.22"222

69



Introduccion
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Figura 14. Modelos de activacion directa e indirecta de BAX y BAK. En el modelo directo,
los activadores putativos BIM, tBID y tal vez PUMA se unen directamente a BAX y BAK,
activandolos, mientras que los sensibilizadores se unen Gnicamente a BCL-2 y a sus homologos
a través del dominio BH3. En el modelo de activacion indirecta, las proteinas “solo BH3”
activan a BAX y BAK no mediante union directa sino por desplazamiento de los miembros
proapoptoticos, a los que si se unen. Segin este modelo, BIM, tBID y probablemente PUMA son
mas potentes que el resto de miembros “solo BH3” al ser capaces de unirse a una mayor

variedad de proteinas antiapoptoticas.

Segun el modelo de activacion indirecta, las proteinas antiapoptoticas
inhiben la activacion de BAX y BAK. En el caso de BAK esta inhibicion ocurre
por interaccion directa con MCL-1 o BCL-X, (no con BCL-2), siendo necesario el
dominio BH3 para que tenga lugar dicha interaccion.?'**'%?%0 Este dominio

resulta asimismo, fundamental para la oligomerizacion de BAK. Asi, para que
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BAK pueda promover la apoptosis debe tener lugar la inactivacion de MCL-1 y
BCL-X,, por ejemplo, mediante su union a NOXA y BAD, respectivamente
(figura 15). Este modelo de activacion seria igualmente valido en el caso de
BAX aunque, en este caso, cualquier miembro antiapoptotico de la familia de

BCL-2 (MCL-1, BCL-X.,, BCL-W y BCL-2) probablemente tenga capacidad

inhibitoria.

wrprimed
A B
BH3
S
primed wrgrirmed
Célula
zana

Célula
apoptoética

Oligémeros de
BAX o BAK

Figura 15. Modelos de regulacion de BAX y BAK por los miembros antiapoptoéticos. (A) En
las células sanas, BCL-X, y MCL-1 (pero no BCL-2) se unen a BAK en su conformacion “primed”
(con el dominio BH3 expuesto). La apoptosis tiene lugar Unicamente si los miembros “solo
BH3” neutralizan la union entre BAK y las proteinas antiapoptéticas. La forma “primed” de
BAK es capaz entonces de formar oligdmeros. (B) La regulacion de BAX es similar pero su
distribucion es citoplasmatica y todos los miembros antiapoptoticos (“BCL-2 et al”) pueden
inhibir su activacion. No se conoce con certeza si en las células sanas se encuentran
moléculas de BAX y BAK en su conformacion “primed” en niUmero limitado o si éstas aparecen

en fases muy tempranas de la apoptosis, en respuesta a alguna sefal desconocida.
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5.5.4.2. Funcién y regulacion

» Proteinas “solo BH3”

Son las proteinas iniciadoras de la apoptosis, no sélo en respuesta a
estimulos fisiologicos como la deprivacion de citoquinas o el desprendimiento
de la matriz celular sino también en relacion a sefales derivadas de la
activacion de oncogenes, dafo al ADN, farmacos citotoxicos o irradiacion.?'
Algunas de ellas se expresan Unicamente en determinados tipos celulares,
controlan compartimentos subcelulares concretos y responden a estimulos

especificos??

(figura 16). BIM es el principal regulador de la homeostasis de la
hematopoyesis, resulta fundamental para la eliminacion de los linfocitos
autorreactivos in vivo®* y para la apoptosis de las células T in vitro tras la
deprivacién de citoquinas y la incubacion con paclitaxel.??> BAD es necesario

para la apoptosis tras la deprivacion de glucosa®?

0, en algunos casos, de
factor de crecimiento epidérmico.??” BMF desempefa un papel importante en
el fenomeno de anoikis, la muerte celular por apoptosis que experimentan las
células epidérmicas al desprenderse de la matriz extracelular.??® NOXA y
PUMA (también denominada bbc3), activadas por p53 son fundamentales en la

apoptosis tras la induccion de dafio al ADN,?%%°

por lo que desempenan un
papel relevante en la apoptosis inducida por farmacos citotdxicos.?’
Recientemente se ha descrito, asimismo, que NOXA puede ser activada de

manera independiente de p53 en diferentes modelos celulares.?*%%
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Figura 16. Activacion de las proteinas “sélo BH3”. Los diferentes miembros “sélo BH3” de
la familia de BCL-2 se activan en distintas situaciones que, en ocasiones, pueden solaparse.
Su activacion puede ser transcripcional (HRK, NOXA, PUMA) o principalmente postranslacional
(BIM, BMF, BAD, BIK, BID).

Para algunas proteinas “solo BH3”, el ensamblaje con miembros
antiapoptoticos no requiere Unicamente el dominio BH3 sino el dominio
hidrofobico C-terminal que permite la insercion de la proteina en la
membrana (dominio TM, transmembrana). En el caso de BIM, por ejemplo,
este Ultimo dominio es necesario para su union a la membrana mitocondrial y
para el desarrollo de su actividad proapoptética.”** BID, sin embargo, carece

de region hidrofobica y la insercion en la membrana requiere su protedlisis,
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que da lugar a tBid,?*> el cual interacciona con la cardiolipina presente en la

membrana mitocondrial.?%¢

BID representa una excepcion entre las proteinas “solo BH3”, que se
unen de manera selectiva a los miembros antiapoptoticos, al ser capaz de
unirse in vitro a proteinas antiapoptoéticas tipo BCL-2 y proapoptéticas tipo
BAX, si bien esta ultima circunstancia solo tiene lugar en determinadas
condiciones.?”?*° En este sentido, la incubaciéon de tBID con mitocondrias
promueve la oligomerizacion de BAK y la liberacion de citocromo c sin que se
detecten complejos BID-BAK, por lo que la activacion de BAX y BAK se produce

muy probablemente de manera indirecta en la gran mayoria de situaciones.?*

La multiplicidad de proteinas “solo BH3” en mamiferos hace suponer
que permite un mayor control sobre la apoptosis; como consecuencia, la
regulacion de estas proteinas es compleja e implica diversos mecanismos,
tanto a nivel transcripcional como postranslacional. Asi, suelen encontrarse
en la célula en estado latente hasta que son activadas por diversos
mecanismos. BAD esta secuestrada por proteinas 14-3-3 tras su fosforilacion
por las quinasas Akt/PKB y la proteina quinasa A.%*' Su activacién requiere que
sea defosforilada, por ejemplo por la calcineurina. Por el contrario, la
activacion de BIK requiere su fosforilacion, posiblemente por la caseina
quinasa 11.>** BID es proteolizado por caspasas o granzima B, fendmeno
probablemente regulado por fosforilacion.?*® BIM y BMF estan relacionados con

el control del citoesqueleto.??®** En las células sanas, las dos formas
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mayoritarias de BIM (BIMg. y BIM,) estan secuestradas por el complejo motor
de la dineina en los microtubulos. De manera similar, BMF esta unido al
complejo motor de la miosina V. La exposicion a radiaciones UV induce la
liberacion de BIM y BMF mediante fosforilacion. En el caso de BIM, su
fosforilacion por la quinasa c-Jun N-terminal parece potenciar su actividad
proapoptotica’”® pero, por el contrario, la fosforilacion por Erk desencadena

su degradacion por el proteasoma.?

» Proteinas antiapoptoticas de tipo BCL-2

Estudios genéticos llevados a cabo en ratones sugieren que para la
supervivencia de todos los tipos celulares es necesaria la proteccion de, como
minimo, un homologo de BCL-2. A pesar del solapamiento en los patrones de
expresion de estas proteinas, la inactivacion de genes concretos da lugar a
diferentes fenotipos, probablemente porque los diversos miembros son mas
abundantes en unos u otros tejidos.?*’ BCL-2 es esencial para la supervivencia
de los precursores de las células renales y de los melanocitos, asi como de los
linfocitos maduros.?*®** BCL-X. desarrolla un papel fundamental en los
precursores neuronales y eritroides,”®>*' BCL-W en los progenitores de los
espermatozoides en adultos® y A1 en los neutrofilos.”>® MCL-1 es

254

imprescindible para la implantacién y supervivencia del zigoto™ y su eventual

supresion ha puesto de manifiesto su papel fundamental en la linfopoyesis B y
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T, en las fases tempranas de la hematopoyesis®®® y en la supervivencia de

los neutréfilos maduros pero no de los macréfagos.?”’

Los niveles y la actividad de las proteinas antiapoptoticas estan
regulados por diversos mecanismos, que incluyen el control transcripcional y
las modificaciones en las propias proteinas. Los niveles de BCL-X., A1y MCL-1,
por ejemplo, estan intimamente relacionados con el aporte de citoquinas, que
afecta su sintesis y su estabilidad. MCL-1 es especialmente labil y se degrada
rapidamente por la via del proteasoma ante diversos estimulos citotoxicos.?"”
Los niveles de BCL-2 parecen estar controlados, al menos en parte, por micro-
RNAs®® y su actividad estd regulada mediante fosforilacion a través de

mecanismos complejos.?*’

Numerosos estudios indican que para una correcta homeostasis es
imprescindible el equilibrio entre los niveles de proteinas antiapoptoticas y de
miembros “sélo BH3”. En este sentido, la sobreexpresion de las primeras
ocasiona una acumulacion andémala de células hematopoyéticas®® y
neuronales.?' La funcién protectora que las proteinas “sélo BH3” ejercen en
las células sanas esta mediada por las proteinas proapoptoticas de tipo BAX,
ya que ninguno de los miembros “sélo BH3” es capaz de inducir apoptosis en
ausencia de BAX y BAK.?*%2% E| mecanismo por el que ello ocurre,
basicamente si se trata de una activacion directa o indirecta, ha sido y es

motivo de numerosos estudios.?'%%¢*

76



Introduccion

» Proteinas proapoptoticas de tipo BAX

Las proteinas de tipo BAX son fundamentales para la apoptosis. Aunque
la inactivacion de BAX o BAK en modelos murinos tiene consecuencias
minimas, probablemente por el solapamiento funcional entre ambos, la
eliminacién de ambos genes produce la muerte en el periodo perinatal.? De
manera similar a lo que ocurre con la ausencia de BIM, la pérdida simultanea

de BAX y BAK altera la seleccion timica y la homeostasis linfoide.

En respuesta a estimulos citotoxicos, BAX y BAK experimentan un
cambio conformacional y forman oligomeros en la membrana mitocondrial. Ni
las sefales que activan a BAX y BAK ni el mecanismo de formacion de los
oligbmeros se conocen con exactitud.””” Se ha sugerido que, en las células
sanas, BAX podria estar secuestrado en el citoplasma por alguna proteina (14-
3-3, Ku70 o el péptido humanina) mientras que una proporcion de BAK se
encontraria en la membrana mitocondrial externa unido a la proteina VDAC
(voltaje-dependent anion channel)-2. Una vez activadas, las proteinas de tipo
BAX alteran la membrana mitocondrial y permiten la salida al citoplasma de
varias moléculas mediadoras de la apoptosis: el citocromo ¢, que activa a
Apaf-12%’; Smac/Diablo y Omi/HtrA2, que antagonizan a las IAPs en su union a

las caspasas'®”'®®202: |a flavoproteina AIF (apoptosis-inducing factor),

implicada en la condensacion de la cromatina y la degradaciéon del ADN?%®

pero también en la proteccion neuronal de la apoptosis mediada por
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peréxido®®’; y la endonucleasa G, que también participa en la fragmentacién

del ADN.%7°

El mecanismo por el que BAX y BAK permeabilizan la membrana
mitocondrial es controvertido.'”"**" Existen diversas hipotesis al respecto,
ninguna de las cuales se ha confirmado (figura 17): (i) que los estimulos
proapoptoticos alteren la fisiologia mitocondrial (el intercambio iénico y la
fosforilacion oxidativa, por ejemplo) y como consecuencia tenga lugar una
ruptura fisica de la membrana mitocondrial externa y la liberacion de las

proteinas del espacio intermembrana al citosol*”!

. Este modelo parece en la
actualidad el menos probable; (ii) que BAX y BAK interaccionen con otras
proteinas de la membrana mitocondrial externa, principalmente con VDAC,*"
subunidad del PTP mitocondrial (mitochondrial permeability transition pore),
un canal cuya apertura genera una rapida caida del potencial de membrana

1#73; (iii) que, tras experimentar un cambio conformacional, BAX y

mitocondria
BAK se inserten en la membrana mitocondrial externa formando canales o
incluso agujeros, de manera similar a lo que ocurre con la toxina diftérica, a
la que BCL-X, se asemeja estructuralmente.?’* En este modelo, la estructura
de BID y la composicion lipidica de la membrana facilitarian la formacién de

poros, aunque la composicion exacta de los mismos sigue siendo objeto de

debate.?"2"®
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Figura 17. Interaccion de los miembros de la familia de BCL-2 con la membrana
mitocondrial. (A) Formacion de un poro a través del cual se produciria la salida del citocromo
c y otras proteinas del espacio intermembrana al citoplasma. (B) Heterodimerizacion entre
miembros anti- y proapoptéticos. La dimerizacion tendria lugar cuando el dominio BH3 de una
de las moléculas se uniera al bolsillo hidrofébico formado por los dominios BH1, BH2 y BH3 de
la otra molécula. (C) Regulacion directa por caspasas a través de moléculas adaptadoras, de
manera similar a lo que ocurre en C. elegans. Aunque Apaf-1 (homodloga de CED-4)
probablemente no es una molécula diana de la familia de BCL-2, se han descrito, en
mamiferos, otras proteinas adaptadoras que si lo son. (D) Interaccion con otras proteinas
mitocondriales como VDAC y ANT (adenosine nucleotide transporter), que originaria la
formacion de un poro que permitiria la liberacion del citocromo ¢ o que modularia la
homeostasis mitocondrial, por ejemplo mediante la apertura del PTP. (E) Oligomerizacion

para la formacion de un canal i6nico selectivo.
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5.5.4.3. Desregulaciéon y oncogénesis

» Las proteinas antiapoptoticas como oncoproteinas

La capacidad oncogénica de BCL-2 se puso de manifiesto al demostrar
su implicacion en la t(14;18)(q32;q21) en el LF. En esta translocacion, el gen
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (14q32) activa la expresion
constitutiva de BCL-2 (18g21) en la clona patologica. De igual modo, en
algunos casos de linfoma difuso de células grandes B (LDCG-B) y de LLC,
translocaciones variantes de BCL-2 con los genes de las cadenas ligeras de las

inmunoglobulinas originan una sobreexpresion de la proteina BCL-2.

Estudios llevados a cabo en ratones con translocacion de BCL-2
evidencian un incremento en la incidencia de linfomas B. Sin embargo, estos
tumores son de lento crecimiento y de penetrancia baja, lo que sugiere que la
sobreexpresion de BCL-2 aislada no es excesivamente oncogénica y que la
progresion tumoral requiere la presencia de otras alteraciones
concomitantes.”’®*’ La deteccion de reordenamientos de BCL-2 en un
pequeno porcentaje de linfocitos circulantes en algunos individuos sanos avala
esta hipotesis.”’® En el caso del LF no es infrecuente un curso clinico
indolente, de manera que los estadios mas precoces de esta patologia
probablemente representan tan solo una acumulacion excesiva de linfocitos B
protegidos por la translocacion de BCL-2 en una situacion de estimulacion

antigénica crénica.”’®?”® La transformacion del LF a otras formas mas
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agresivas se asocia, en determinadas ocasiones, a translocaciones de MYC.?°
De igual manera, la coexpresion de BCL-2 y MYC es capaz de inducir la

277,281 células

transformacién en células progenitoras hematopoyéticas,
epiteliales de mama?®? y células B pancreaticas.?®>?* Este sinergismo entre
BCL-2 y MYC probablemente representa la inhibicion, por parte de BCL-2 y sus
homologos, de la apoptosis inducida por MYC en situaciones suboptimas para

281,285,286 hero también puede reflejar la capacidad de

la supervivencia celular
MYC para contrarrestar la inhibicién de la entrada en ciclo celular mediada

por BCL-2.287-289

Presumiblemente, todos los miembros antiapoptoticos de la familia de
BCL-2 tienen capacidad oncogénica. Sin embargo, las mutaciones que afectan
directamente a éstos son extraordinariamente infrecuentes en las neoplasias
malignas. Otras alteraciones actlan de manera indirecta, aumentando los
niveles de expresion de las proteinas con funcion antiapoptoética. Por ejemplo,
mutaciones que afecten la actividad del factor de transcripcion nuclear NF-kB
inducen la expresion de los genes BCL-X, y A1.*° Por el contrario, las
mutaciones que inactivan la via supresora de tumores de pRB o que
promueven la activacion de MYC inducen la expresion de p53, entre cuyas
dianas se encuentran BAX, PUMA y NOXA."”"3! Dado que la via RB/MYC/p53
se encuentra alterada en practicamente todos los tumores,?' un cierto grado
de desregulacion de las proteinas de la familia de BCL-2 durante la

oncogénesis es, asimismo, universal (figura 18).
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MITOGENOS

APOPTOSIS

Figura 18. BCL-2 y las vias RB/Arf/p53. La inactivacion de la via del RB, por ejemplo, por
pérdida del inhibidor del ciclo celular INK4a, da lugar a la fosforilacion de pRB por los
complejos ciclina-CDK, aumentando la actividad transcripcional de E2F. De este modo
aumenta la expresién de p14"™, diana transcripcional de MYC. p14*™ secuestra a MDM2,
regulador negativo de la actividad de p53. Los niveles aumentados de p53 pueden detener la
progresion del ciclo celular a través de la expresion de p21"*™ o inducir la entrada de la
célula en apoptosis a través de BAX, PUMA y NOXA.

@D Proteinas oncogénicas.

= Proteinas supresoras de tumores

82



Introduccion

= lLas proteinas proapoptéticas como supresoras de tumores

El potencial oncogénico de los miembros antiapoptoticos de la familia
de BCL-2 sugiere que las proteinas con funcion antiapoptética pueden
comportarse como supresoras de tumores. Al existir un cierto solapamiento
entre los miembros “solo BH3” por un lado y las proteinas de tipo BAX por
otro, la funcion supresora de tumores solo se pondria de manifiesto en

determinados tipos celulares y en situaciones concretas.

El miembro proapoptotico mas representativo en este sentido es BIM,
uno de los principales reguladores de la homeostasis en el sistema linfoide. El
gen BIM se localiza en 2q12-13, una region en la que se han descrito
alteraciones (con mayor frecuencia deleciones) en neoplasias malignas,
principalmente hemopatias.?’?> La pérdida de BIM por si sola no aumenta la
incidencia tumoral en ratones hasta los 12 meses de vida pero la pérdida de
un Unico alelo acelera la leucemogénesis en ratones transgénicos que

expresan MYC durante la linfopoyesis B.2%?

Las proteinas “sélo BH3” contribuyen a la génesis tumoral en otras
lineas celulares distintas a la linfoide B. Aunque la inactivacion de BID no
altera la homeostasis durante el desarrollo, el 50% de los ratones que no
expresan BID desarrollan una leucemia mielomonocitica créonica a los 2
afos.”” Las alteraciones de BCL-X. estan implicadas en el desarrollo de

leucemias mieloides y linfoides T en ratones.?”> NOXA y PUMA, inducidos a
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nivel transcripcional por p53, son necesarios para la apoptosis en numerosos

229,20 En  |ineas de carcinoma colorrectal, PUMA es

tipos celulares.
imprescindible para la apoptosis inducida por p53 en células p217".?¢ Por otro
lado, la alteracion a nivel génico en ratones demuestra que la pérdida de
NOXA solo disminuye moderadamente la apoptosis inducida por p53%"%7
mientras la pérdida de PUMA aumenta de manera notoria la supervivencia
celular®' En tipos celulares que expresan NOXA y PUMA, la pérdida de la

funcion supresora de tumores requeriria la pérdida de ambos genes.

En el caso de BAX y BAK, de funciones muy similares y en algunos casos
superponibles®®® parece necesaria la inactivacion de ambos genes para el
desarrollo tumoral. Sin embargo, el hecho de que algunas neoplasias

8.2 y hematologicas®® presenten mutaciones de BAX o de BAK

colorrectales
sugiere que determinados estimulos citotoxicos son especificos para BAX o
que la expresion Unicamente de BAK en determinados tipos celulares es

insuficiente para mediar la apoptosis.

5.6. Alteraciones de la apoptosis en el LCM

En los Ultimos anos, diversos trabajos han sugerido que eventuales

alteraciones en los mecanismos reguladores de la apoptosis podian estar

implicadas en la patogenia del LCM. En un estudio publicado por Hermann y

cols., los casos de LCM analizados presentaban, junto con los casos de LF, los
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menores indices apoptoticos observados, que los autores relacionaban con la
expresion diminuida de BCL-X y elevada de MYC.**' En el LCM se habia
descrito, asimismo, la expresion de niveles elevados de CD40 junto con
niveles disminuidos o incluso ausencia de Fas, patron que favoreceria la

supervivencia de las células tumorales. >

Las primeras evidencias de que los defectos en las vias de apoptosis
podian contribuir al desarrollo del LCM fueron aportadas por Hoffman y cols.,
quienes analizaron mediante arrays de oligonucledtidos el patron de expresion
génica en ganglios linfaticos de pacientes afectos de LCM y en hiperplasias

3 Entre los genes diferencialmente regulados que parecian

reactivas.*
desempenar un papel importante en el desarrollo del LCM se encontraban
factores de transcripcion (AP2, ATF1, DP2, E2F5, JUN, MYC y CDC8, entre
otros), genes relacionados con el ciclo celular (CCND1, CCNG2, CDK4, MDM2,
RB1, SKP2), con factores de crecimiento y sus receptores (/IL-1R, IL-3, IL-8, IL-
13, IL-18), e implicados en vias de senalizacion intracelular (PRKCB1, PRKMS,
REL). Ademas de estos genes, todos ellos sobreexpresados, numerosos genes
relacionados con la apoptosis presentaban una disminucion en su expresion.
Entre estos Ultimos destacaban CYC1 (citocromo C1), CASP9 (caspasa 9), FADD
(Fas-associated via death domain), RAIDD (CASP2 and RIPK1 domain-
containing adaptor with death domain), DAXX (Death-associated protein 6) y
PDCD1 (Programmed cell death 1). De ese modo, el patron global observado

favorecia la inhibicion de la apoptosis y sugeria que la falta de regulacion en

el proceso de muerte celular programada podia ser un eslabon adicional en el
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desarrollo del LCM. No obstante, y a diferencia de lo observado en la LLC, la
desregulacion de la apoptosis en el LCM desempenaria un papel secundario
respecto de la alteracion de numerosos mecanismos relacionados con la

proliferacion celular.’®

La sobreexpresion de proteinas con funcion antiapoptética representa
una via alternativa de inhibicion de la apoptosis en las células tumorales. ELl
mejor ejemplo lo constituye, sin duda, el aumento en la expresion de BCL-2
que se observa en la mayoria de SLPC-B denominados indolentes,
caracterizados por la acumulacion de células neoplasicas con anomalias en sus
programas de muerte celular. La sobreexpresion de BCL-2 en el LCM es un
hecho conocido.>®3% por otro lado, la expresion aberrante de MCL-1,
proteina con funcidn antiapoptética e implicada Asimismo, en la regulacion de

7 se ha relacionado con el desarrollo de

la progresion del ciclo celular,®
algunos tipos de linfomas.*® Khoury y cols. han demostrado recientemente
que la expresion de MCL-1 en el LCM, analizada mediante Western blot e
inmunohistoquimica, es heterogénea y que niveles elevados de expresion se
observan con mayor frecuencia en las variantes blastoides y se asocian a un
mayor indice proliferativo y a la sobreexpresion de p53.3% En este sentido, la
expresion elevada de MCL-1 en determinados casos de LCM debe considerarse
un fenomeno aberrante, ya que los linfocitos B del manto folicular no
expresan esta proteina en condiciones normales. Los mecanismos responsables

de esta sobreexpresion no se conocen con exactitud aunque numerosas vias de

sefalizacion han sido implicadas en la regulacion de la expresion de MCL-1 en
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diversos modelos experimentales, entre ellas las que afectan a JAK/STAT,
MAPK y PI3K/Akt. Por otro lado, el mayor indice proliferativo observado en los
casos con expresion elevada de MCL-1 no se acompaina de un aumento en el
indice apoptotico, lo que sugiere que la expresion de MCL-1 puede contribuir

realmente a esta disociacion.

El papel de survivina en la patogenia del LCM ha sido analizado
recientemente en lineas celulares y biopsias de pacientes afectos.’'® La
expresion nuclear de survivina pudo ser detectada en un numero variable de
células, que oscilaba entre el 5% y el 95%, y era especialmente intensa en
metafase, anafase y telofase, con un marcaje intenso de los cromosomas. La
mayor expresion de survivina se observd en las variantes blasticas, se
relacion6 con la actividad proliferativa del tumor y se asocié a una menor
supervivencia global. Cabe destacar que los casos pleomodrficos, el 83% de
ellos tetraploides, mostraron una expresion de survivina similar a la observada
en los LCM tipicos, por lo que la expresion de esta proteina no parece estar
implicada en la génesis de este tipo de aberraciones cromosdmicas. Tampoco
se observo relacion entre el nivel de expresion de survivina y el grado de
activacion de caspasa 3, analizado mediante marcaje de su fragmento
proteolitico. Sin embargo, la expresion de la forma proteolitica de caspasa 3
era virtualmente inexistente en la mayoria de casos y no se observo
coexpresion de survivina y caspasa 3 proteolitica en la misma célula tumoral

en ningln caso. De este modo, el bajo indice apoptético observado y la
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deteccion de survivina en los LCM apoyan su funcion inhibidora de la

apoptosis.

Recientemente se ha identificado en lineas celulares de LCM la
existencia de deleciones homocigotas de BIM a raiz de la deteccion de
pérdidas frecuentes de material gendmico nivel de 2q13 en lineas y pacientes
afectos de LCM.%* Estos datos, junto con el hecho de que los linfocitos B que
no expresan BIM son refractarios a determinados tipos de apoptosis’** y a la
relacion existente entre pérdida de BIM e inicio de la oncogénesis,?*® sugieren
que BIM podria ser un gen supresor de tumores y que su expresion disminuida
podria contribuir al desarrollo del LCM. Estos datos se han confirmado en un

estudio posterior, 3"

en el cual se ha observado, asimismo, la existencia de
deleciones homocigotas de INK4c/p18 y de inactivaciones no debidas a
delecion, mutacion ni hipermetilacion del gen que, sin embargo, implicaban
una expresion indetectable de p18 en el 77% de los LCM analizados. Cabe

destacar que la ausencia de expresion de p18 correlacionaba con el estado no

mutado de IgVy.

La elevada frecuencia de deleciones de la regiéon 8p21-22 observada en
el LCM°>% y el conocimiento de que en esta region estan localizados los genes
que codifican para los receptores de TRAIL han llevado a varios grupos a
investigar las posibles alteraciones de estos genes en el LCM. La coexistencia
de deleciones monoalélicas con mutaciones del alelo no delecionado y/o

metilacion del promotor es un mecanismo frecuente de inactivacion de genes
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supresores de tumores. En este sentido, se ha descrito la existencia de
mutaciones de los genes TRAIL-R1 (DR4) y TRAIL-R2 (DR5) en linfomas B y
tumores sélidos.>'? En la mayoria de casos, estas mutaciones afectan al
dominio de muerte y, ocasionalmente, al dominio de union del receptor al
ligando. En el estudio realizado por Fernandez y cols. en una serie de 209
casos, que incluia 69 LCM, no se detectaron mutaciones con inactivacion de
TRAIL-R1 o TRAIL-R2.3™ Sin embargo, si se observaron dos polimorfismos en
TRAIL-R1 que aparecian con mayor frecuencia en los pacientes afectos de
diversos tipos de LNH que en la poblacion control. Asi, el polimorfismo
A1322G del dominio de muerte de TRAIL-R1 se observo en el 37.5% de LCM y
el 34.8% de LLC pero en Unicamente el 17.6% de la poblacion control, lo que
sugiere que podria asociarse con un riesgo aumentado de desarrollar este tipo
de tumores. El hecho de que el polimorfismo A1322G dé lugar a un receptor
TRAIL-R1 con menor sensibilidad a la senal de muerte inducida por TRAIL
podria facilitar el desarrollo de clonas neoplasicas al dotarlas de una cierta
resistencia a la apoptosis. Por el contrario, la presencia del polimorfismo
C626G del dominio de union al ligando se asocié con un efector protector
significativo para el desarrollo del LCM. En cuanto a TRAIL-R2, no se
detectaron mutaciones ni variantes polimorficas. Asi, la escasa frecuencia de
mutaciones en los genes TRAIL-R1 y TRAIL-R2 observada en esta serie, que
incluia 6 casos con deleciones de 8p, parece indicar que estas alteraciones no

son causa de la resistencia a TRAIL observada en estas neoplasias.*'
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La ausencia de mutaciones y de mecanismos de inactivacion
epigenética de TRAIL-R1 y TRAIL-R2 ha sido confirmada recientemente en un
estudio llevado a cabo por Rubio-Moscardo y cols.?” En este trabajo, en el
cual se confirma la frecuente existencia de polimorfismos, se sugiere que
TRAIL-R1 y -R2 se comportarian como genes supresores de tumores
haploinsuficientes. De esta manera, la pérdida de uno de los dos alelos seria
suficiente para promover el desarrollo tumoral a través de una disminucion en
la cantidad de gen y, por tanto, de proteina, pese a la retencion de un alelo
funcional no mutado. En este sentido, la pérdida hemicigota de los genes
TRAIL-R1 y -R2 que tiene lugar en presencia de deleciones de 8p21.3 se
acompan6é de una disminucion en la expresion de los receptores en la
superficie celular, evidenciada mediante citometria de flujo. Los niveles de
apoptosis inducida por TRAIL fueron dependientes de la cantidad de expresion
génica y proteica de TRAIL-R1 y -R2 y la resistencia a la apoptosis observada
en las lineas celulares con delecion de 8p pudo ser revertida tras la
transfeccion de TRAIL-R1 y -R2. Los datos de este estudio indican, asimismo,
que la via extrinseca de apoptosis no se encuentra alterada estructuralmente

en el LCM.

Por el contrario, en un trabajo publicado recientemente por Roué y
cols. en el que se analiza la sensibilidad a TRAIL in vitro en células primarias y
en lineas celulares de LCM, la resistencia a TRAIL observada en una minoria de
casos no se relaciond con los niveles de expresion del receptor de TRAIL ni se

asocio a la pérdida de 8p sino que dependio de los niveles de c-FLIP (cellular
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FLIP).*"® La inhibicién de la via de NF-kB (activada constitutivamente en el
LCM) con bortezomib y, principalmente, con inhibidores de IKK (IkB kinase,
quinasa que fosforila a los inhibidores de NK-kB, favoreciendo su degradacion
via proteasoma) indujo la muerte celular por apoptosis en todos los casos y se

acompano de una disminucion en los niveles de c-FLIP.

91



Introduccion

6. CARACTERISTICAS CLIiNICAS

El LCM afecta predominantemente a varones (ratio varones/mujeres: 2-
7/1) de edad avanzada (mediana de edad al diagnodstico: 60-65 anos;
extremos: 29-85 afos). 224474317 |3 mayoria de los pacientes son
diagnosticados en estadios avanzados (Ann Arbor IlI-IV), en la mayoria de
casos por la existencia de infiltracion medular (80-90%). En general, menos
del 50% de los enfermos presentan sintomas B o mal estado general (ECOG
>2). El 60% de pacientes presentan adenopatias periféricas mientras que entre
el 40% y el 50% de los casos suele documentarse hepatomegalia,
esplenomegalia o ambas. La afeccion de territorios extraganglionares tiene
lugar en aproximadamente el 90% de los pacientes. Una forma de infiltracion
intestinal caracteristica aunque no exclusiva del LCM es la poliposis
linfomatoide multiple. Aunque segin la mayoria de series publicadas el tracto
gastrointestinal se halla infiltrado en el 15-30% de los pacientes, la realizacion
sistematica de endoscopias digestivas ha mostrado que la afeccion del tracto
digestivo tiene lugar en la practica totalidad de los enfermos, que suelen
encontrarse asintomaticos o presentar sintomas inespecificos.”®3'® Asi, la
realizacion de estudios digestivos mediante fibrogastroscopia y
fibrocolonoscopia, con toma de biopsias en areas macroscopicamente
alteradas y en mucosa normal, ha puesto de manifiesto la elevada frecuencia
de infiltracion linfoide en estos casos. Otros territorios extraganglionares que

se ven afectados con menor frecuencia son anillo de Waldeyer,*" piel,*2%:3'

pulmén,*”? mama,**3% y tejidos blandos, principalmente perioculares.*?® La
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frecuencia de infiltracion del sistema nervioso central (SNC) no esta bien
establecida, aunque se ha descrito entre el 4% y el 22%, en la mayoria de
ocasiones en enfermos con LCM en progresion o recaida. La presencia de
anemia o plaquetopenia se observa en aproximadamente el 25% de pacientes.
La frecuencia de expresion hemoperiférica oscila entre el 13% y el 77% en las
distintas series publicadas. Alrededor del 50-60% de los enfermos presentan
cifras elevadas de LDH y B,-microglobulina séricas. En algunos pacientes
puede detectarse la presencia de un componente monoclonal sérico, en

general de tipo IgG y ocasionalmente IgM.
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7. TRATAMIENTO

En la actualidad no existe ningun tratamiento que pueda ser
considerado estandar para el LCM en primera linea ni en recaida.??’*
Diversos regimenes han demostrado su capacidad para inducir respuestas pero
la recidiva tumoral tiene lugar eventualmente en todos los casos y los
pacientes fallecen como consecuencia de ello. Asi, aunque la tasa de
respuestas se sitla entre el 70% y el 85%, solo alrededor del 20-40% de los
pacientes alcanza la remision completa (RC) y los resultados a largo plazo

practicamente no se han modificado pese a la introduccion de nuevas

modalidades terapéuticas.

La utilizacion de regimenes quimioterapicos con adriamicina ha sido
evaluada por diversos grupos. En el Unico estudio aleatorizado, no se observo
ningun beneficio con la incorporacion de adriamicina al esquema COP
(ciclofosfamida, vincristina y prednisona).®*? Por el contrario, en un estudio
retrospectivo realizado por Zucca y cols. si se observo una superioridad de los
esquemas que contenian adriamicina en términos de RC, supervivencia libre
de progresion (SLP) y supervivencia global (SG).*? Desde entonces, los
regimenes de tipo CHOP representan la pauta de quimioterapia utilizada con

mayor frecuencia.
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7.1. Rituximab

El anticuerpo monoclonal anti-CD20 se ha utilizado como monoterapia
en el LCM tanto en primera linea como en el tratamiento de recidivas, con
una tasa de respuestas del 27-38% y menos de un 5% de RC.33333 por el
contrario, su utilizacion en combinacion con regimenes de poliquimioterapia
para la induccion a la remision ha permitido incrementar notablemente la
tasa de respuestas globales y RC, por lo que actualmente forma parte de la
mayoria de esquemas terapéuticos.’*® Sin embargo, esta elevada tasa de
respuestas no se ha traducido, hasta el momento, en una mejoria de la SG de

los pacientes.

7.2. Regimenes de poliquimioterapia

Existen numerosas pautas de quimioterapia utilizadas en el tratamiento
del LCM que, en general, pueden agruparse en tres categorias: regimenes
estandar con antraciclinas (R-CHOP; rituximab, ciclofosfamida, adriamicina,
vincristina y prednisona), esquemas intensivos que contienen antimetabolitos
(R-HyperCVAD; rituximab, ciclofosfamida, vincristina, adriamicina,
dexametasona, citarabina y metotrexato) y regimenes que incluyen analogos

de las purinas.
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7.2.1.R-CHOP

Segun las diversas series publicadas, el tratamiento con R-CHOP
consigue una tasa de respuestas globales superior al 95%%* y completas de
entre el 34% y el 48%.33%3%7 El beneficio del rituximab fue confirmado en un
estudio randomizado llevado a cabo por el grupo cooperativo aleman en el
cual 122 pacientes con LCM en estadio IlI-IV recibieron de manera
aleatorizada CHOP o R-CHOP.**” Los pacientes tratados con R-CHOP
presentaron una mayor tasa de respuestas globales (94% vs. 75%) y RC (34% vs.
7%) y un mayor tiempo hasta la progresion (21 vs. 14 meses), aunque no se

observaron diferencias en términos de supervivencia.

7.2.2. R-HyperCVAD

Diversos grupos han obtenido buenos resultados con la utilizacion de
citarabina a altas dosis. En la serie publicada por Lefrere y cols., mas del 80%
de los pacientes tratados alcanzaron la RC.>* En el estudio llevado a cabo por
el grupo del M.D. Anderson Cancer Center en 97 pacientes recién
diagnosticados de LCM, la administracion de R-HyperCVAD alternando con
rituximab y altas dosis de metotrexato y citarabina consiguié una tasa de
respuestas del 97% y un 87% de RC, asi como un marcado aumento en la SLP y
en la SG (64% y 82%, respectivamente).®** La mortalidad fue del 8% y se

relacion6 con la toxicidad aguda observada principalmente tras la
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administracion de citarabina y metotrexato asi como con el desarrollo de
sindromes mielodisplasicos (3 pacientes) y leucemia aguda (1 enfermo). El
mismo esquema terapéutico con dosis matizadas de citarabina ha demostrado
ser de utilidad en pacientes mayores de 65 afos.>*® Estos excelentes

resultados no han sido confirmados en estudios aleatorizados.

7.2.3. Analogos de las purinas

Un estudio aleatorizado llevado a cabo recientemente por el grupo
aleman ha demostrado la superioridad de la adicion del rituximab al esquema
FCM (fludarabina, ciclofosfamida y mitoxantrona) en pacientes con LCM
previamente tratados.**' Asi, ademas de aumentar la tasa de respuestas y de
RC, la administracion de R-FCM incrementé de manera significativa la SG de

estos pacientes.

Los analogos de las purinas son, asimismo, activos en el LCM como
monoterapia, tanto en pacientes de diagnostico reciente como en enfermos
previamente tratados. La tasa de respuestas obtenidad con fludarabina se
sittia entre el 33% y el 41%.>**3* Este porcentaje aumenta hasta el 63% en
tratamientos combinados con ciclofosfamida.*** La 2-clorodeoxiadenosina (2-
CDA) ha mostrado una tasa de respuestas del 81% utilizada como agente

Unico, que llega a ser del 100% si se combina con mitoxantrona.**#
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7.3. Radioinmunoterapia

Existen muy pocos estudios sobre la utilidad de la radioinmunoterapia
(RIT) en el LCM. Globalmente, la tasa de respuestas alcanzadas con °Y-

ibritumomab o '*'

tositumomab en monoterapia es similar a la conseguida con
rituximab.>* La tendencia actual es utilizar la RIT en combinacion con
quimioterapia como parte del tratamiento de inducciéon o como tratamiento
de consolidacién.?*® Asi, los resultados preliminares en pacientes con LCM

refractario o en recaida muestran una tasa de respuestas de alrededor del 40%

aunque con una SLP inferior a 6 meses.

7.4. Trasplante de progenitores hematopoyéticos

El trasplante de progenitores hematopoyéticos ha sido ampliamente

utilizado en el tratamiento de los pacientes con LCM, con resultados

variables.>*

7.4.1. Trasplante autélogo

La administracion de quimioterapia a altas dosis seguida de trasplante

autologo de progenitores hematopoyéticos ha sido utilizada por diversos

grupos en el tratamiento del LCM con resultados variables debido

fundamentalmente a las diferencias respecto al momento de la realizacion del
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trasplante y a diferentes criterios de seleccion de los pacientes. %3 El
European MCL Network ha demostrado recientemente el beneficio del
trasplante autologo (RC, 81%) respecto del mantenimiento con a-interferéon
(RC, 37%) en pacientes con LCM en primera remision tras quimioterapia de
induccién de tipo CHOP.*>' La SLP resultd, asimismo, significativamente
superior en el grupo de pacientes que tratados con trasplante autdlogo
(mediana de 39 meses y 17 meses, respectivamente). Al igual que en estudios
previos, el grupo de pacientes que obtuvo mayores beneficios del trasplante
fue el que se encontraba en RC en el momento del procedimiento.****>* A
pesar de los buenos resultados observados, en la mayoria de estudios el

trasplante autologo no aumenta de manera significativa la supervivencia de

los pacientes con LCM.

7.4.2. Trasplante alogénico

En la actualidad, el trasplante alogénico es el Unico tratamiento con
potencial curativo en el LCM. En algunos estudios este procedimiento parece
mejorar el pronostico de los enfermos al prolongar la duracion de la respuesta
obtenida, incluso en pacientes en recaida tras trasplante autélogo,3’3>
consiguiendo, ademas, un porcentaje no despreciable de RC moleculares. Por
el contrario, otros estudios no han observado diferencias significativas al
comparar el trasplante autélogo con el alogénico.**%*" En el analisis realizado

360

por Ganti y cols.”™ el subgrupo de pacientes que obtuvo mayores beneficios
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del trasplante fue el que habia recibido quimioterapia previa con HyperCVAD
con o sin rituximab, de manera similar a lo observado por Khouri y cols.** En
cuanto a la SG, la mayoria de grupos no han observado diferencias
significativas respecto al trasplante autdlogo, ya que aunque el trasplante
alogénico aumenta la SLP al disminuir la tasa de recaidas también presenta

una mayor mortalidad asociada al procedimiento.

La edad avanzada que presentan la mayoria de los pacientes afectos de
LCM ha impulsado el desarrollo del trasplante alogénico con regimenes de
acondicionamiento no mieloablativos.****®° En el estudio publicado por Maris y
cols., 33 pacientes con LCM refractario o en recaida fueron sometidos a
trasplante alogénico (en 17 casos de donante no emparentado) tras
acondicionamiento no mieloablativo con fludarabina e irradiacion corporal

1.3®> En 31 casos se consigui6 un injerto estable. La tasa de respuestas

tota
globales fue del 85% y Unicamente un paciente presentd una recidiva del LCM
tras una mediana de seguimiento de 24 meses. La elevada tasa de respuestas
y el escaso numero de recidivas observadas parecen relacionarse con la
existencia de un efecto del injerto contra el linfoma, ya sugerido

anteriormente ante la evidencia de remisiones moleculares tras la realizacion

de trasplantes alogénicos convencionales.*’
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7.5. Nuevas modalidades terapéuticas

7.5.1. Bortezomib

El efecto antitumoral del bortezomib implica numerosos mecanismos,
tales como la inhibicién de la progresion del ciclo celular, la induccién de
apoptosis, el bloqueo de NF-xB y la inhibicidon de la angiogénesis.>*® Ademas
de inhibir la expresion constitutiva de NF-xB, el bortezomib inhibe la
expresion de ciclina D1.%*” Asimismo, da lugar a una sobreexpresion de la
proteina proapoptotica NOXA, que interacciona con MCL-1 y favorece la
liberaciébn de BAK, ocasionando la muerte celular por apoptosis.’*
Recientemente se ha demostrado la actividad de este inhibidor del
proteasoma en pacientes afectos de LCM refractario o en recaida, con una
tasa de respuestas entre el 33% y el 50% y una duracion de la respuesta de 9
meses.*>*®3”! Con el objetivo de mejorar estos resultados, en la actualidad se
estan llevando a cabo diferentes estudios con bortezomib en combinacion con
diversos farmacos citotoxicos y rituximab como tratamiento de primera linea
y en pacientes con LCM en recaida o refractario. En este sentido, los

resultados preliminares obtenidos in vitro e in vivo son prometedores.3’%3"3
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7.5.2. Talidomida

La talidomida se ha utilizado en el tratamiento del LCM en un intento
de modular las interacciones que tienen lugar entre las células del estroma y
las células B normales y tumorales. La talidomida ha mostrado su actividad en

374375y recientemente se ha demostrado la

monoterapia en el LCM en recaida
existencia de un efecto aditivo/sinérgico con rituximab en pacientes con LCM
en recidiva o refractario.’’® En estos pacientes, la tasa de respuestas globales

fue de 81%, el 31% de enfermos alcanzo la RC y la SLP fue de 20 meses.

7.5.3. Gemcitabina

La gemcitabina es un analogo de las purinas que ha demostrado

actividad en monoterapia en pacientes con LCM en recaida o refractario.?”’

Recientemente se ha analizado la actividad de la gemcitabina administrada

junto con dexametasona y cisplatino.’’® Este régimen ha conseguido una tasa

de respuestas globales del 45% con una duracion de la respuesta de 8,5 meses.

7.5.4.Flavopiridol

El flavopiridol es un inhibidor de CDK e induce, asimismo, una

disminucion en los niveles de expresion de las ciclinas D1 y D3, hechos que
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constituyen la base para su utilizacién en el LCM.*” En el Unico estudio clinico
realizado hasta el momento en pacientes con LCM, la administracion de
flavopiridol tres veces por semana cada 3 semanas mostré Unicamente una
modesta actividad, con un 11% de respuestas parciales (observadas en
pacientes previamente no tratados) y con una duracion de la respuesta de tan
s6lo 3 meses.**® La administracion de flavopiridol en infusion continua de 72

horas no resulté de mayor eficacia.>®

7.5.5. Inhibidores de mTOR (mammalian target of rapamycin)

mTOR es una protein-quinasa que regula la traduccién del ARNm de
ciclina D1 a través de la fosforilacion de dos sustratos fundamentales, elF4E
(eukariotic initiation factor 4E binding protein) y la quinasa p70S6. La
actividad de mTOR esta modulada por diversos estimulos transmitidos por
diferentes vias de transduccion de senales en las que participan Akt y PI3K,
entre otras. La funcion de mTOR se encuentra, asimismo, modulada por la
rapamicina y sus derivados. De este modo, el efecto inmunosupresor y
antineoplasico de la rapamicina es debido a su union a mTOR en un lugar
proximo a su centro catalitico y a la consiguiente inhibicion de la fosforilacion
de sus sustratos. La actividad de mTOR puede ser inhibida por analogos de la

rapamicina como el temsirolimus.
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El temsirolimus (CCI-779), un dihidroéster de la rapamicina, ha sido
utilizado en diversos estudios realizados en tumores solidos como potencial
agente antineoplasico. Recientemente se ha publicado un estudio llevado a
cabo en pacientes con LCM en recidiva o refractarios tratados con
temsirolimus en monoterapia con el objetivo de determinar si la accion
especifica sobre la regulacion de ciclina D1 es capaz de inducir respuesta
antitumoral en estos pacientes.’® La tasa de respuestas observada en 34
pacientes fue del 38%, con una duracion de la respuesta de 6,5 meses. No
obstante, la tasa de respuestas observada con temsirolimus es similar a la
observada con otros farmacos como el rituximab o el bortezomib en

monoterapia.
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8. FACTORES PRONOSTICOS

La supervivencia mediana de los pacientes diagnosticados de LCM es,
aproximadamente, de entre 3 y 5 anos, aunque algunos enfermos presentan
un curso clinico muy agresivo y fallecen en menos de un ano mientras que
otros sufren formas de LCM relativamente indolentes y presentan

supervivencias de mas de 10 anos.

Los principales factores clinicos con importancia pronostica
desfavorable en el LCM son la edad avanzada, el mal estado general, la
presencia de esplenomegalia, la anemia y la cifra elevada de LDH
sérica,2’/2832,36,44,46,47,317,383,384 pacientemente se ha descrito el MIPI (mantle
cell lymphoma international prognostic index), basado en cuatro factores
pronosticos independientes (edad, ECOG, cifra de LDH y recuento
leucocitario).®> Este indice prondstico, el primero disefiado especificamente
para el LCM, permite clasificar a los pacientes en tres grupos de riesgo con
distinta supervivencia de manera mas precisa que el IPl y el FLIPI,
desarrollados para el LDCG-B y el LF, respectivamente. La presencia de
expresion hemoperiférica ha demostrado tener implicacion pronostica en

28,44,46,383,384 | o5 datos existentes en cuanto al valor

algunos estudios.
prondstico de datos morfoldgicos como la citologia o el patron de crecimiento
son contradictorios.?”-28:3436:46.386 yarios estudios han confirmado el pronéstico

desfavorable de las mutaciones de TP53.%":821¢4387 Gin embargo, el factor

prondstico bioldgico mas importante es el indice proliferativo determinado
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7.27,28,44,386,388,389 AS]I, en la

por el nUmero de mitosis o por la positividad de Ki-6
serie publicada por Bosch y cols., los pacientes con > 2.5 mitosis/campo gran
aumento presentaron una supervivencia mediana de 24 meses, mientras que
en aquellos enfermos con < 2.5 mitosis/campo gran aumento la supervivencia
mediana fue de 50 meses.** De manera similar, en un estudio retrospectivo
realizado en 300 pacientes, el indice proliferativo resulté ser el marcador

prondstico mas relevante, claramente superior a los parametros clinicos y

cito-histologicos.?”

Estos resultados han sido confirmados en estudios de expresion génica,
que han identificado los marcadores de proliferacién celular como los de
mayor relevancia en el LCM.* En este sentido, el patron de genes
relacionados con la proliferacion tumoral se considera actualmente el
principal factor predictivo de supervivencia. Este patron constituye la
integracion cuantitativa de diversos fendomenos oncogénicos mediante la
utilizacion de un grupo de genes asociados a proliferacion celular. Ello ha
permitido la mejor caracterizacion de diferentes subgrupos de pacientes con

LCM en los cuales la mediana de supervivencia difiere en mas de 5 afos.

Recientemente se ha descrito, asimismo, que las ganancias de 3q27-
gter y las pérdidas de 9q21-q32 tienen un valor pronostico independiente del
perfil de expresion génica relacionado con la proliferacion tumoral.>*® Cabe
destacar que estas alteraciones influencian la evolucion del LCM en distintos

subtipos de pacientes de manera preferente. Asi, las ganancias de 3q tienen

106



Introduccion

importancia pronostica principalmente en el grupo de pacientes con baja

proliferacion tumoral mientras que las pérdidas de 9q la tienen

fundamentalmente en el grupo con proliferacion elevada.
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS DE TRABAJO

El LCM es una entidad clinica y bioldgica bien definida. Sin embargo, el
LCM presenta una gran variablidad tanto en su comportamiento clinico como
en la respuesta a los diferentes tratamientos. La existencia de pacientes
resistentes al tratamiento de primera linea, asi como la elevada tasa de
recaidas y progresiones en los enfermos con buena evolucion inicial, sugieren
que, de manera analoga a otros SLPC-B, existen alteraciones en los
mecanismos de citotoxicidad inducida por farmacos. La heterogeneidad en el
comportamiento clinico del LCM queda reflejada, entre otros, por la
variabilidad en la presentacion de expresion hemoperiférica e infiltracion del

SNC, dos complicaciones controvertidas y no suficientemente estudiadas.

Con todos estos datos, la hipdtesis planteada fue que la heterogeneidad
a la respuesta al tratamiento observada en el LCM podria deberse a la
existencia de alteraciones en los mecanismos de apoptosis en un subgrupo de
pacientes. Por otro lado, el analisis exhaustivo de los enfermos que presentan
expresion hemoperiférica o infiltracion del SNC permitiria establecer cuales
son las caracteristicas clinicas y bioldgicas que determinan la aparicion de

estas complicaciones en determinados pacientes.
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OBJETIVOS

1. Estudiar las bases moleculares de la regulacion de la apoptosis en el LCM,

tanto en lineas celulares como en células primarias.

1.1. Identificar el tipo de caspasas que intervienen en el proceso
apoptotico.

1.2. Analizar el papel de las proteinas de la familia de BCL-2 en la
apoptosis de las células del LCM e identificar posibles diferencias
con otros SLPC-B.

1.3. Caracterizar los mecanismos de induccion de apoptosis por
diferentes farmacos citotoxicos (fludarabina, ciclofosfamida y

mitoxantrona).

2. Analizar la incidencia de la expresion hemoperiférica en los pacientes

afectos de LCM mediante citologia y citometria de flujo.

2.1. Correlacionar la existencia de leucemizacion con las caracteristicas
clinicas y determinar su impacto pronostico.
2.2. Correlacionar la existencia de leucemizacion con las posibles

anomalias genéticas evidenciadas mediante CGH.
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3. Estudiar la incidencia y los factores determinantes de la infiltracion del

SNC en pacientes con LCM.

3.1. Analizar las caracteristicas clinicas, el tratamiento y la evolucion de

los pacientes que desarrollan infiltracion neuroldgica.

114



Resultados

I1l. RESULTADOS

115



Resultados

116



Resultados

1. PRIMER TRABAJO

1.1. RESUMEN

Activacion de la via mitocondrial de apoptosis en el linfoma de células del
manto: elevada sensibilidad a la mitoxantrona en los casos con genes de

respuesta a dafno al ADN funcionales.

El LCM es una proliferacion de células B maduras caracterizado por la
presencia de la translocacion t(11;14)(q13;932) y la sobreexpresion de la
proteina ciclina D1. Desde un punto de vista clinico, el LCM presenta un curso
agresivo y mala respuesta a la quimioterapia convencional en relacion a la
existencia de resistencias primarias al tratamiento o por el desarrollo de
recidivas tras una respuesta inicial de breve duracién. La mayoria de los
farmacos utilizados habitualmente en el tratamiento de los SLPC-B ocasionan
la muerte de las células tumorales mediante la induccion de apoptosis. Sin
embargo, en el caso del LCM existen muy pocos datos al respecto. El objetivo
del presente trabajo fue estudiar los mecanismos de apoptosis inducida por

farmacos en esta entidad.

Se analizaron los mecanismos de muerte celular en cuatro lineas
celulares portadoras de la t(11;14)(q13;q32) y en células primarias de 10
pacientes diagnosticados de LCM mediante su incubacion in vitro con

diferentes farmacos utilizados habitualmente en el tratamiento de los SLPC-B.
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La mitoxantrona, un inhibidor de la topoisomerasa Il, fue el farmaco que
ocasiond el mayor efecto citotoxico en tres lineas celulares (JVM-2, REC-1 y
Granta 519) y en las células de LCM de todos los pacientes estudiados. Esta
citotoxicidad fue debida a la induccion de apoptosis y se observo incluso en
presencia de alteraciones de TP53 o de ATM. Asi, la incubacion con farmacos
citotoxicos ocasion6 una pérdida del potencial transmembrana mitocondrial,
cambios conformacionales de BAX y BAK, activacion de caspasa 9 v,
secundariamente, de caspasa 8, e induccion de apoptosis. Se detecto,
asimismo, una disminucion en los niveles de expresion de MCL-1, BCL-X_ y
XIAP. Por el contrario, no se observo ningun efecto citotoxico en la linea
celular NCEB-1, portadora de anomalias de TP53 y de ATM, a pesar de
disponer de una maquinaria apoptética funcional, como se observo al incubar
células de esta linea con estaurosporina, un potente inductor de apoptosis por

accion directa sobre la mitocondria.

Estos resultados demuestran que las células del LCM presentan una via
mitocondrial de apoptosis funcional y sugieren que Unicamente las células con
disfuncion simultanea de TP53 y ATM son resistentes a las sefales de

apoptosis inducidas por el dafno genémico.
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Activation of mitochondrial apoptotic pathway in mantle cell lymphoma:
high sensitivity to mitoxantrone in cases with functional DNA-damage

response genes
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Mantle cell lymphoma (MCL) is a mature B-cell
proliferation characterized by the presence of transloca-
tion t(11;14)(q13;q32), an aggressive clinical course, and
poor response to chemotherapy. The majority of drugs
currently used in the treatment of lymphoproliferative
disorders induce cell death by triggering apoptosis, but few
data concerning drug-induced apoptosis in MCL have
been reported. We have analysed the mechanisms of drug-
induced cell death in four cell lines with the t(11;14) and in
primary cells from 10 patients with MCL. Mitoxantrone,
a topoisomerase II inhibitor, induced a strong cytotoxic
effect in three cell lines (JVM-2, REC-1, and Granta
519), and in primary MCL cells. This cytotoxic effect due
to apoptosis induction was observed despite the presence
of either p53 or ATM abnormalities. However, no
cytotoxic effect was detected after incubation with
DNA-damaging agents in the NCEB-1 cell line, carrying
p53 and ATM alterations, despite the presence of
functional mitochondrial machinery. These results support
that mitoxantrone can be effective in the treatment of
MCL but that this activity requires the integrity of
functional DNA-damage response genes.

Oncogene advance online publication, 11 October 2004;
doi:10.1038/sj.onc.1208084

Keywords: apoptosis; lymphoma; mitoxantrone

Introduction

Mantle cell lymphoma (MCL) is a lymphoproliferative
disorder derived from a subset of naive pregerminal
center cells with a mature B-cell phenotype and
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coexpression of CD5 (Swerdlow et al., 2001; Campo,
2003). MCL is characterized by the chromosomal
translocation t(11;14)(q13;q32) that results in cyclin D1
overexpression (Bosch et al., 1994; Campo et al., 1999;
Bertoni et al., 2004) with the consequent deregulation of
cell cycle control at the G;—S checkpoint. In addition to
classical MCL, a blastoid variant of the disease has been
described, which is characterized by high mitotic rate
and that is associated with INK4a/ARF deletions, p53
mutations, and complex karyotypes (Hernandez et al.,
1996; Pinyol et al., 1997; Schlegelberger et al., 1999).

MCL is characterized by an aggressive clinical course
and poor response to conventional therapy due to either
rapid relapse after an initial response or primary
resistance to drugs (Argatoff et al., 1997; Bosch et al.,
1998). The DNA damage response pathway plays a
crucial role in the pathogenesis and clinical behavior of
tumoral cells. The ataxia-telangiectasia-mutated (47M)
gene codifies for a protein involved in p53 phosphoryla-
tion in response to DNA damage, thus promoting cell
cycle arrest and apoptosis (Banin et al., 1998). ATM and
p53 alterations are associated with drug resistance in
lymphoproliferative disorders. ATM inactivation is
commonly observed in MCL patients (Camacho et al.,
2002) and p53 alterations are associated with blastoid
variants (Hernandez et al., 1996; Fang et al., 2003). The
mechanisms of resistance to chemotherapy in MCL are
poorly understood. Experimental evidences demonstrate
that most of the chemotherapeutic agents currently used
exert their cytotoxic effects by inducing apoptosis.
Moreover, recently it has been proposed that alterations
in the apoptotic pathways may contribute to the
development of MCL (Hofmann et al., 2001; Martinez
et al., 2003).

The aim of this study was to analyse the mechanisms
of drug-induced apoptosis in MCL. Towards this end,
four cell lines carrying the t(11;14)(q13;q32), as well as
primary MCL cells, were incubated in vitro with several
drugs currently used in the treatment of lymphoproli-
ferative disorders and drug-induced cell death was
characterized.
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Results

Cytotoxic effect of fludarabine, mafosfamide, and
mitoxantrone on cell lines

JVM-2, REC-1, Granta 519, and NCEB-1 cell lines were
incubated for 24 and 48 h with different concentrations
of fludarabine (1-10 pug/ml), mafosfamide (1-10 pug/ml),
and mitoxantrone (0.05-0.5 ug/ml), and the cytotoxic
effect of these drugs was measured by annexin V-FITC/
PI staining. The LD, for mitoxantrone, fludarabine,
and mafosfamide is shown in Table 1. Mitoxantrone
induced the strongest cytotoxic effect in JVM-2, REC-1,
and Granta 519 cell lines at concentrations lower than
those achieved with the dose currently used in clinical
practice (0.5 ug/ml). In contrast, pharmacological doses
of fludarabine (1 ug/ml) and mafosfamide (1 ug/ml) were
not able to induce a significant cytotoxicity on any
of these cell lines. REC-1 was the unique cell line for
which the LDso for mafosfamide was less than 10 pug/ml
whereas the LDs, for fludarabine was lower than 10 ug/
ml only for Granta 519. No cytotoxic effect was ob-
served after incubation of NCEB-1 cells with mitoxan-
trone, fludarabine, or mafosfamide, even when higher
doses of these drugs were used (data not shown).

To study the possible additive or synergistic effect of
these drugs, cells from the four cell lines were incubated
during 24h with 0.25 ug/ml of mitoxantrone, in the
presence or absence of 1 pug/ml of fludarabine and/or
1 ug/ml of mafosfamide. Although concentrations of
fludarabine and mafosfamide corresponded to those used
in the FCM regimen (fludarabine + cyclophosphamide +
mitoxantrone) (Bellosillo et al., 1999), mitoxantrone
concentration was reduced from 0.5 to 0.25 ug/ml due
to the massive cytotoxic effect observed at 0.5 ug/ml. As
shown in Granta 519 cell line (Figure 1), none of these
combinations resulted in a significant increase of
cytotoxicity to that observed with mitoxantrone alone.
The same results were detected in JVM-2 and REC-1 cell
lines (data not shown).

Drug-induced apoptosis on MCL cell lines

In order to determine whether the cytotoxic effect was
due to induction of apoptosis, the role of caspases and
the proteolytic cleavage of PARP were analysed. Cells
from the four cell lines were incubated with 10 ug/ml
fludarabine and 0.25 ug/ml mitoxantrone. The decrease
on cell viability correlated with loss of AW, and with

the detection of the active form of caspase-3 in Granta
519 (Figure 2a), JVM-2, and REC-1 cell lines. These
results demonstrated that drug cytotoxicity was due to
apoptosis induction. No changes in AW, or activation
of caspase-3 were observed in NCEB-1 cells (Figure 2b).

To study the mechanisms leading to the activation of
caspase-3, the proteolysis and subsequent activation of
caspase-9 and -8 were analysed. Mitoxantrone and
fludarabine induced processing of both proteases, as
shown by the decrease of the procaspase-9 and -8 and
the appearance of the intermediate cleavage product
(43/41kDa) of caspase-8. Activation of caspase-3 was
also accompanied by proteolysis of PARP (Figure 2c¢).
No activation of caspase-9, -8 or -3 or cleavage of PARP
were detected in NCEB-1 cells (Figure 2d).

Apoptosis-related proteins in drug-induced cell death

Western blot analysis revealed that MCL cell lines
expressed Bcl-2, Bax, Bak, Bcl-X;, and Mcl-1 proteins.
After incubation with 10 pug/ml fludarabine and 0.25 ug/
ml mitoxantrone, no changes in the overall protein levels
of Bcl-2, Bax, and Bak were detected, whereas down-
regulation of Mcl-1 was observed in the sensitive cell
lines. Furthermore, a minor decrease on Bcl-X; expres-
sion was also detected. We also determined the behavior
of some IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) family
members. A downregulation of XIAP protein was
observed after drug incubation of sensitive cell lines,
whereas no changes in the survivin levels were detected.
No downregulation of any Bcl-2 family member or IAP
protein was observed in NCEB-1 cell line (Figure 3a).

100
80
60
40 1

Viability (%)

20 |

0

CT F M Mf

M+F  M+Mf F+Mf F+M+Mf

Figure 1 Cytotoxic effect of the combination of mitoxantrone
with fludarabine and/or mafosfamide. Cells from Granta 519 cell
line were incubated for 24 h in the absence of any factor (CT), with
mitoxantrone alone (M; 0.25ug/ml), and in combination with
fludarabine (F; 1 ug/ml), and/or mafosfamide (Mf; 1 ug/ml). Cell
viability was determined by annexin V binding as described in
Materials and methods. Data are shown as the mean value +s.d. of
triplicate cultures

Table 1 LDs, for mitoxantrone (M), fludarabine (F), and mafosfamide (Mf) in MCL cell lines
Drug (pg/ml)*
M Mf p33|ATM status®
JVM-2 0.13+0.044 28.31+18.7 13.57+1.44 wt/wt
REC-1 0.1740.025 12.41+4.93 5.484+0.64 wt/wt
GRANTA 519 0.23+£0.004 8.55+4.46 12.42+3.31 wt/del
NCEB-1 NRe NRe NRe del/del

*Data are shown as the LDs, for each drug (mean+s.d.) *p53 and ATM status assessed by FISH °NR: not reached
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Figure 2 Activation of mitochondrial apoptotic pathway during
drug-induced cell death. Cells from Granta 519 (a) and NCEB-1 (b)
cell lines were incubated in the absence (CT) or presence of
fludarabine (F; 10 ug/ml) or mitoxantrone (M; 0.25 ug/ml) for 24
hours. Cell viability was determined by annexin V binding.
Changes in AW¥,,, were assessed by staining with JC-1. Active form
of caspase-3 was quantified by anti-active caspase-3 immunostain-
ing. In mitoxantrone-treated cells, a shift in the signal of
fluorescence 3 (630 nm) was observed owing to the incorporation
of this drug. The percentage of positive cells is indicated in each
panel and represents cells undergoing apoptosis as assessed by the
different methods of analysis. Whole-cell lysates were obtained
from 2 x 10° cells from Granta 519 (¢) and NCEB-1 (d) in the same
conditions, and analysed by Western blot. Blots were also probed
with a-tubulin antibody as an internal control

Involvement of Bax and Bak proteins in drug-induced
apoptosis was also analysed using anti-Bax and -Bak
antibodies directed against the NH,-terminal region of
both proteins. This region is occluded in unstressed
intact cells and it is only available for binding to these
antibodies following conformational changes of these
proteins during the apoptotic process. An increase in the
number of Bax and Bak-positive cells was detected in
Granta 519 (Figure 3b), JVM-2, and REC-1 cells after
incubation with 10 ug/ml fludarabine and 0.25 ug/ml
mitoxantrone. No changes in Bax and Bak conforma-
tion were observed in NCEB-1 cell line after incubation
with these drugs.

Preincubation of Granta 519 cells with 200 uM
Z-VAD.fmk, a broad inhibitor of caspases, reversed
drug-induced phosphatidilserine exposure, loss of AW,
and caspase-3 activation, thus confirming the role of
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Figure 3 Apoptosis-related proteins in drug-induced apoptosis.
(a) Whole-cell lysates were obtained from 2 x 10° cells from Granta
519 and NCEB-1 cell lines incubated for 24 h in the absence (CT) or
presence of fludarabine (F; 10 ug/ml) or mitoxantrone (M; 0.25 ug/
ml), and analysed by Western blot. Blots were also probed with a-
tubulin antibody as an internal control. Cell viability is indicated as
the percentage of annexin V negative cells analysed by flow
cytometry. (b) Cells from Granta 519 cell line were incubated for
24 h in the absence (CT) or presence of fludarabine (F; 10 ug/ml) or
mitoxantrone (M; 0.25ug/ml). Bax and Bak conformational
changes were determined by staining with anti-Bax and anti-Bak
antibodies and flow cytometry analysis, as described in Material
and methods. The percentage of positive cells is indicated in each
panel

caspases in drug-induced cell death. In contrast, Bax
and Bak conformational changes were observed despite
inhibition of the caspase cascade, suggesting that these
conformational changes occur upstream of the caspase
activation or in a caspase-independent manner (data not
shown).

Cell cycle analysis after drug exposure

The effect of mitoxantrone and fludarabine on cell
cycle distribution and DNA content was analysed.

w
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Figure 4 DNA content analysis after drug exposure. Cells from
Granta 519 (a) and NCEB-1 (b) were incubated for 24h with
medium alone and in the presence of fludarabine (F; 10 ug/ml) or
mitoxantrone (M; 0.25 ug/ml). DNA content was quantified by PI
staining and flow cytometry analysis as described in Material and
methods. NCEB-1 cell line displays a 4n DNA content, according
to the nearly tetraploid karyotype observed by cytogenetic analysis

A sub-Gy/G; subpopulation corresponding to apoptotic
cells was detected in Granta 519 (Figure 4a), JVM-2,
and REC-1 cell lines, and progressively increased after
48-72h incubation. NCEB-1 cells showed a 4n DNA
content in agreement with the nearly tetraploid kar-
yotype observed by cytogenetic analysis. After incuba-
tion with mitoxantrone, NCEB-1 exhibited a marked
arrest in the transition from Sphase to G,—M without
apoptotic peak in the sub Gy/G; region, even when cell
cycle analysis was performed at longer periods of time
(48 and 72h). No changes in the cell cycle pattern were
detected after incubation of NCEB-1 cells with fludar-
abine (Figure 4b).

Staurosporine-induced apoptosis in NCEB-1 cells

To ascertain if the apoptotic machinery was functional
in NCEB-1 cell line, cells were incubated with staur-
osporine, an inducer of mitochondrial apoptotic path-
way (Xue et al., 2003). After 24h of drug exposure, a
cytotoxic effect in NCEB-1 cells was observed. This
effect was accompanied by loss of AY,,, activation of
caspase-3, and conformational changes of Bax and Bak,
demonstrating an efficient mitochondrial apoptotic
machinery in this cell line (Figure 5).

Drug-induced apoptosis in cells from MCL patients

Tumoral cells from 10 MCL patients were incubated
with mitoxantrone, mafosfamide, and fludarabine at the
previously mentioned concentrations. The characteris-
tics of these patients are summarized in Table 2. The 17p
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Figure 5 Staurosporine-induced apoptosis in NCEB-1 cells. Flow
cytometry analysis of cell viability by annexin V binding, loss of
AY,, by JC-1 staining, active form of caspase-3, and conforma-
tional changes of Bax and Bak of a representative experiment. Cells
from NCEB-1 cell line were incubated with medium alone (CT) or
in the presence of staurosporine (STS; 5uM) for 24h. The
percentage of positive cells is indicated in each panel. All
experiments were performed in triplicate

deletion by FISH and consequently p53 mutations were
detected in three cases. The deletion of ATM was
detected in three additional patients. No cases lacking
both p53 and ATM were found. Pharmacological
concentrations of mitoxantrone induced the strongest
cytotoxic effect, being the median LDsq for all the
patients 0.37 ug/ml (range 0.10-0.76 ug/ml). A signifi-
cant decrease in cell viability was also observed after
incubation with mafosfamide 1ug/ml (P =0.03),
although this effect was due to the cytotoxicity observed
in only three out of the 10 MCL patients. The median
LDsy was 5.70 ug/ml (range 2.6—11.5 ug/ml). No cyto-
toxic effect was observed after incubation with fludar-
abine for 24h, and only in one patient a significant
cytotoxicity was detected after 48 h of incubation with
high doses of this drug (5-10 ug/ml) (data not shown).

The combination of pharmacological doses of mitox-
antrone (0.5 ug/ml) and mafosfamide (1 ug/ml) had a
significant additive effect (P=0.04) (Figure 6). How-
ever, using the method of Chou and Talalay (1984) this
additive effect was only observed in cells from three
MCL patients. No additive or synergistic effect was
detected after the addition of fludarabine to this
combination. The cytotoxic effect was accompanied by
loss of AW, activation of caspase-9, -8, and -3, PARP



Drug-induced apoptosis in mantle cell lymphoma
A Ferrer et al

Table 2 Characteristics of MCL patients

Patient no. Disease status  Cell source® Morphologic variant® % Tumoral cells p53 status® ATM status® Mitoxantrone LDs, (ug/ml)
1 Diagnosis PB C 95 wt Deleted 0.61
2 Diagnosis PB C 85 wt wt 0.76
3 Diagnosis Spleen C 95 wt Deleted 0.33
4 Diagnosis PB C 84 wt Deleted 0.37
5 Relapse PB C 95 CGT->CAT wt 0.38

Codon 273
6 Diagnosis Spleen C 80 wt wt 0.29
7 Diagnosis PB C 86 wt wt 0.49
8 Relapse PB C 90 CGC—-CCC wt 0.37
Codon 72
9 Relapse PB B 70 wt wt 0.33
10 Relapse Lymph nod B 99 Mutated® wt 0.10

2Source of the cells used for the in vitro analysis. PB: peripheral blood. "C: classical, B: blastoid. °p53 status assessed by FISH and mutational status
analysed by SSCP and sequencing. ‘4TM status assessed by FISH. Positive p53 staining by inmunohistochemistry

100

Viability (%)
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*p=0.04

Figure 6 Cytotoxic effect of fludarabine, mitoxantrone, and
mafosfamide alone or in combination in primary MCL cells.
Lymphocytes from 10 MCL patients were incubated at 37°C for
241 in the absence of any factor (CT), with pharmacological doses
of fludarabine (F; 1ug/ml), mitoxantrone (M; 0.5ug/ml), and
mafosfamide (Mf: 1 ug/ml), or with the combination of these drugs.
Cell viability was determined by annexin V binding as described in
Material and methods and is expressed as the percentage with
respect to the viability of cells in medium alone at the beginning of
the culture. Data are shown as the median value + range

proteolysis, and conformational changes of Bax and
Bak. Furthermore, downregulation of Mcl-1, Bcl-Xi,
and XIAP was detected, whereas no changes in the
overall protein levels of Bcl-2, Bax, and Bak were
observed (Figure 7).

Discussion

MCL is an aggressive lymphoproliferative disorder
highly resistant to currently available therapy. In fact,
only few patients achieve a complete response and in
most cases the prognosis is very poor (Argatoff et al.,
1997; Bosch et al., 1998). Although the current therapy
is based on the combination of several drugs, no data
regarding the effect of conventional cytotoxic drugs
alone or in combination on MCL primary cells have
previously been reported. In this study, the cytotoxic
effect of different drugs used in the treatment of
lymphoproliferative disorders has been analysed in cells
from MCL patients, as well as in cell lines carrying the
t(11;14)(q13;q32).
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Figure 7 Drug-induced apoptosis in MCL primary cells. (a) Cells
from a representative MCL patient were incubated with medium
alone (CT) or in the presence of mitoxantrone (M; 0.5 ug/ml) for
24 h. Flow cytometric dot plots show cell viability as determined by
annexin V binding, loss of AW, by DiOC6 staining, quantification
of active form of caspase-3, and Bax and Bak conformational
changes, as described in Material and methods. In mitoxantrone-
treated cells, a shift in the signal of fluorescence 3 (630 nm) was
observed owing to the incorporation of this drug. The percentage
of positive cells is indicated in each panel. (b) Whole-cell lysates
were obtained from 2 x 10° cells from the same patient incubated in
the presence or absence (CT) of mitoxantrone (M; 0.5 ug/ml) for
24 h and analysed by Western blot. Blots were also probed with a-
tubulin as an internal control

Our results demonstrate that mitoxantrone, an
inhibitor of topoisomerase II, exerts the highest
cytotoxic effect in three MCL cell lines (JVM-2, REC-
1, and Granta 519) as well as in primary MCL cells from
all patients tested. The LDs, in these cases was lower
than that previously observed in primary CLL cells
(Bellosillo et al., 1998).

o1
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Topoisomerase II inhibitors may act by interfering
with the religation activity of the enzyme to DNA
double-strand breaks. Several cell lines display natural
resistance to mitoxantrone which is independent of drug
transport and drug-target alterations (Bailly et al.,
1997). Furthermore, low expression of topoisomerase
IT is one of the mechanisms of resistance to topoisome-
rase II inhibitors (De Isabella et al., 1991; Rasheed and
Rubin, 2003). Thus, mitoxantrone rapidly induced
apoptosis in sensitive cells, whereas it produced a Go—
M block in resistant ones. In agreement with these
results, cell cycle analysis of NCEB-1 cell line revealed a
G,—M arrest in mitoxantrone- but not in fludarabine- or
mafosfamide-treated cells. Recently, it has been de-
scribed that topoisomerase II is one of the proliferation-
related genes in MCL cells (Rosenwald et al., 2003) and
that topoisomerase-Ila expression is a prognostic factor
for clinical outcome in MCL (Schrader et al., 2004). In
this regard, our results demonstrate a high cytotoxic
effect in MCL cell lines and primary cells from blastic
MCLs, accordingly to their proliferative index.

Fludarabine, alone or in combination, has demon-
strated efficacy in the treatment of CLL and follicular
lymphoma (Solal-Celigny et al., 1996; Flinn et al., 2000;
Bosch et al., 2002). However, in our experience high
doses of fludarabine were necessary to induce a minor
cytotoxic effect on MCL cells in vitro. Recently, a case
of a patient with MCL resistant to fludarabine has been
reported, due to a deficient fludarabine uptake (Reiman
et al., 2002). In this regard, a relationship between
in vitro sensitivity to fludarabine and drug uptake via
equilibrative transport system has also been described in
primary CLL cells (Molina-Arcas et al., 2003).

In primary cells from three MCL patients, the
combination of pharmacological doses of mitoxantrone
and mafosfamide produced an additive cytotoxic effect.
We had previously demonstrated that, in CLL cells, the
combination of fludarabine with mafosfamide produced
a significant synergistic effect, whereas the addition of
mitoxantrone to this combination induced a significant
increase in cytotoxicity only in previously treated CLL
patients (Bellosillo et al., 1999). The mechanism of the
additive effect between mafosfamide and mitoxantrone
in B-cell lymphoproliferative disorders could be related
to the primary DNA damage produced by mafosfamide
and the inability of the cellular machinery to repair it
due to the mitoxantrone-mediated inhibition of topoi-
somerase II.

The present study demonstrates that cytotoxic drugs
exert their effect by activating the mitochondrial
apoptotic pathway in MCL cells. Thus, these drugs
induced loss of mitochondrial transmembrane potential
and conformational changes of Bax and Bak that
triggered caspase-9 activation and apoptosis. Activation
of caspase-8 was also observed and it could be explained
by the occurrence of a loop involving caspase-9 and -3
or due to the involvement of other caspases upstream of
mitochondria (Slee et al., 1999). Inhibition of caspase
activity using the pan-caspase inhibitor Z-VAD.fmk
abolished the cleavage of caspase-3 and restored cell
viability indicating that genotoxic-induced cell death in
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MCL cells depends on caspase activity. As previously
described (Bellosillo et al., 2002), conformational
changes of Bax and Bak were completely independent
on caspase activation.

The Bcl-2 family of proteins plays a central role in
controlling the apoptosis mitochondrial pathway (Cory
and Adams, 2002; Cory et al., 2003). In primary MCL
cells as well as in MCL cell lines, conformational
changes of Bax and Bak were detected after drug
treatment and it was also accompanied by downregula-
tion of Mcl-1 and Bcl-X;.. In this regard, downregula-
tion of Mcl-1 has been described in CLL cells after
several drug treatments (Bellosillo ez al., 1999) and,
recently, a downregulation of Bcl-X; after treatment of
MCL cells with NF-xB inhibitors has also been reported
(Pham et al., 2003). Furthermore, high expression of the
antiapoptotic proteins Bcl-2, Mcl-1, and Bel-X; in NHL
has been associated with chemotherapy resistance
(Khoury et al., 2003; Zhao et al., 2004). We have also
detected a downregulation of XIAP, a member of the
IAPs that inhibits the activity of caspases.

NCEB-1 was the unique cell line in which no
cytotoxic effect was observed after incubation with
genotoxic drugs, even when higher drug concentrations,
longer incubation periods, and combination therapy
were employed. In contrast, incubation of NCEB-1 cells
with staurosporine induced the typical features of
apoptosis, demonstrating that the mitochondrial apop-
totic machinery is functional in NCEB-1 cells. The lack
of response to genotoxic conventional drugs might be
explained by the alteration of upstream regulators of
Bcl-2 family proteins and/or in DNA damage response
genes. In this regard, NCEB-1 cells showed a complex
karyotype that included alterations in p53 and ATM.
These anomalies have also been found in patients with
CLL and MCL and are associated with therapy failure
and shorter survival (Wattel et al., 1994; Dohner et al.,
1995; Hernandez et al., 1996; Camacho et al., 2002).

Apoptosis induced by genotoxic drugs is accompanied
by the stabilization of p53 after its phosphorylation by
ATM (Banin et al., 1998; Stankovic et al., 2004). Since
p53-mediated apoptosis is thought to underlie the
cytotoxicity of most genotoxic drugs, and ATM muta-
tions represent another potential mechanism of drug
resistance, the simultaneous dysfunction of both p53
and ATM might explain the failure in the induction of
apoptosis in the NCEB-1 cell line. In accordance with
this, no apoptosis was observed by topoisomerase I and
II agents in p53-null mouse embryonic fibroblast with
no ATM function (Fedier et al., 2003). Recently, and in
agreement with our results, an MCL cell line with
alterations in both p53 and 4ATM genes was completely
resistant to apoptotic cell death although was highly
sensitive to in vitro radiation. In contrast, a MCL cell
line with only p53 mutation underwent apoptosis
(M’kacher et al., 2003).

Our results demonstrate that MCL cells have a
functional mitochondrial apoptotic machinery and
suggested that cells lacking both ATM and p53, but
not cells lacking one of these proteins, are resistant to
genotoxic apoptotic stimuli. Finally, these in vitro



studies provide experimental support for including
mitoxantrone in clinical trials.

Materials and methods

Cell lines

Cell lines carrying the t(11;14)(q13;q32) translocation were
studied: Granta 519, NCEB-1, and REC-1 cell lines, all
derived from MCL patients, and the JVM-2 cell line, derived
from a B-prolymphocytic leukemia. Granta 519 and JVM-2
cell lines were purchased from the DSMZ-German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Ger-
many). NCEB-1 and REC-1 cell lines were kindly provided by
Dr Niels S Andersen (Department of Hematology, Rigshos-
pitalet, Copenhagen, Denmark) and Dr Christian Bastard
(Department of Hematology, Centre Henri Becquerel, Rouen,
France), respectively. p53 mutations were detected in NCEB-1
cell line (Bogner et al., 2003) and 11q alterations involving
ATM in Granta 519 (Vorechovsky et al., 1997) and NCEB-1.
No ATM protein expression was detected by Western blot in
these two cell lines (data not shown).

Patients

Ten patients diagnosed with MCL according to the World
Health Organization classification (Swerdlow et al., 2001) who
had not received treatment for the previous 3 months were
studied. Tumoral cells were obtained from peripheral blood in
seven patients, splenic tissue in two, and lymph node in one.
The percentage of malignant cells CD19+, CD5+, CD23—,
and showing light chain restriction were analysed by flow
cytometry. Cyclin D1 overexpression was demonstrated in all
cases by immunohistochemistry. An informed consent was
obtained from each patient in accordance with the Ethical
Committee of the Hospital Clinic (Barcelona, Spain).

Isolation of MCL cells

Mononuclear cells from peripheral blood samples were
isolated by Ficoll/Hypaque sedimentation (Seromed, Berlin,
Germany). Tumoral cells were obtained after squirting lymph
node or spleen biopsies with RPMI 1640 culture medium using
a fine needle. Cells were either used directly or cryopreserved in
liquid nitrogen in the presence of 10% dimethyl sulfoxide and
20% heat-inactivated fetal calf serum (Gibco BRL, Paisley,
Scotland). Manipulation due to freezing/thawing did not
influence cell response.

Cell culture

JVM-2, REC-1, Granta 519, and NCEB-1 cell lines (0.5 x 109/
ml). and mononuclear cells from patients with MCL (1 to
5x 10°/ml) were cultured in RPMI 1640 culture medium
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum,
2mM glutamine and 50 ug/ml penicillin—streptomycin, at 37°C
in a humidified atmosphere containing 5% carbon dioxide.
Cells were incubated for 24-48 h with fludarabine monopho-
sphate (Schering; Berlin, Germany), mitoxantrone (Lederle
Laboratories; Gosport, Hampshire, UK), mafosfamide, the
active form of cyclophosphamide (ASTAMedica; Frankfurt,
Germany), and staurosporine (Sigma Chemicals; St Louis,
MO). When Z-VAD.fmk (N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-
fluoromethyl ketone) (Bachem; Bubendorf, Switzerland) was
employed, cells were preincubated for 1 h prior to the addition
of drugs.

Drug-induced apoptosis in mantle cell lymphoma
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Antibodies

Monoclonal and polyclonal antibodies against active caspase-
3, and Bax (BD-Pharmingen, San Diego, CA, USA); caspase-
8, Bak (Ab-1), p53 (Ab-2), ATM (Ab-3) and o-tubulin
(Oncogene Research, Boston, MA, USA); caspase-9 (New
England Biolabs Inc., Beverly, MA, USA); poly-adenosine
diphosphate ribose polymerase (PARP) (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany); Bcl-2 antibody (DAKO, Glostrup,
Denmark); Mcl-1 (S-19) (Santa Cruz Biotechnology, CA);
XIAP (Transduction Laboratories, Lexington, UK); survivin
(Novus Biologicals, Littelton, CO, USA) and Bax (clone YTH-
6A7) (Trevigen, Gaithersburg, MD, USA) were employed.

Cell viability by annexin V binding

Exposure of phosphatidylserine residues was quantified by
surface annexin V staining as previously described (Bellosillo
et al., 2002). Experiments were performed in triplicate. LDs,
was defined for each drug as the concentration of drug
required to reduce a 50% the cell viability.

Mitochondrial transmembrane potential (AY,,) and reactive
oxygen species

Changes in AW, were evaluated by staining with 1nM 3,3'-
diexyloxacarbocyanine iodide (DiOCg[3]) (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) or with 1.5mM 5,5,6,6'-tetrachloro-
1,1'3,3'-tetraethilbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1)
(Molecular Probes). Reactive oxygen species (ROS) produc-
tion was determined by staining with 2 uM dihydroethidine
(DHE) (Molecular Probes). Cells were incubated with dyes for
30 min at 37°C, washed, resuspended in PBS, and analysed by
flow cytometry (Bellosillo et al., 2001). A total of 10000 cells
per sample were acquired in a FACScan flow cytometer.
Experiments were performed in triplicate.

Detection of intracellular proteins

Cells were fixed and permeabilized as previously described
(Bellosillo et al., 2002). Cells were stained with antibodies
against the active form of caspase-3, Bax (0.25 ug/ml x 10°
cells), and Bak (2.5pug/mlx 10° cells) for 20min at room
temperature, followed by goat anti-rabbit-FITC (SuperTechs,
Bethesda, MD, USA) or goat anti-mouse-FITC (DAKO), and
analysed in a FACScan.

Western blot analysis was performed as previously described
(Bellosillo et al., 2002). Antibody binding was detected using a
chemiluminiscence (ECL) detection system (Amersham, Buck-
inghamshire, UK). Equal protein loading was confirmed with
a-tubulin blots.

Cell cycle analysis

Cells were fixed in 80% ethanol for 5min at 5°C, centrifuged,
and washed twice in PBS. Cells were incubated for 15min at
room temperature in a citrate—phosphate buffer (1:24), cen-
trifuged, resuspended in 0.25ml of PBS containing PI (5 ug/ml)
and Ribonuclease A (100 ug/ml) (Sigma Chemicals, St Louis,
MO, USA), and incubated for 10min in the dark (Nicoletti
et al., 1991). The percentage of cells in Go/Gj, S, G>—M, and the
presence of a sub-Gy/G; peak were evaluated with ModFit LT
(Verity Software House, Inc., Topsham, MA, USA).

Fluorescence in situ hybridization

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed on
fixed cells from the NCEB-1 cell line and from 10 patients with
MCL. The LSI p53 (17p13) SpectrumOrange-labeled and LSI

~
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ATM (11q22.3) SpectrumGreen-labeled probes (Vysis, Down-
ers Grove, IL) were tested. Two different observers scored 200
nuclei. A true deletion was considered when more than 5% of
nuclei showed one hybridization signal. This threshold was
established using fixed material from 10 normal subjects.

p53molecular studies

p53 mutational analysis was performed in nine MCL patients.
Exons 4-8 were amplified by PCR. Single-stranded conforma-
tional polymorphism (SSCP) analysis and direct sequencing
were performed as previously described (Pinyol ez al., 2000).
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Statistical analysis

Comparisons were performed by using the Mann—Whitney test
as appropriate. A P-value <0.05 was considered to be
statistically significant.
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2. SEGUNDO TRABAJO

2.1. RESUMEN

La expresion hemoperiférica es un hecho practicamente constante

en el linfoma de células del manto.

La incidencia de expresion hemoperiférica en los pacientes
diagnosticados de LCM oscila entre 13% y 77%, segun las distintas series
publicadas. Los motivos de esta discrepancia podrian ser debidos a sesgos en
la seleccion de pacientes y a los distintos criterios morfoldgicos e
inmunofenotipicos utilizados para definir la existencia de leucemizacion. El
valor pronostico de la expresion hemoperiférica en el LCM es controvertido, y
su presencia se ha asociado a una supervivencia inferior en algunas series. Por
otro lado, recientemente se ha descrito la existencia de alteraciones
genéticas especificas en los casos de LCM leucemizado, concretamente
pérdidas de material a nivel de 8p21.3, que se asociarian a un peor
prondstico. El objetivo de este trabajo fue analizar la prevalencia y el

significado bioldgico y clinico de la leucemizacion en los pacientes con LCM.

La existencia de expresion hemoperiférica se analizd mediante citologia

y citometria de flujo en 48 pacientes. En 27 de ellos se realizaron ademas

estudios de CGH.
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Al  diagnostico, 44 pacientes (92%) presentaban expresion
hemoperiférica detectable mediante citometria de flujo, incluyendo 8
pacientes (12%) sin evidencia de leucemizacion morfoldgica, la cual fue
definida como la presencia de > 5% de linfocitos atipicos circulantes. En 25
pacientes (52%), el recuento linfocitario era > 5 x 10°/L. Los desequilibrios
cromosomicos que se detectaron con mayor frecuencia mediante CGH fueron
ganancias de 3q, 7p, 8q, 9q, 12q, y 13q y pérdidas de 13q, 1p, 9p, 11q, 10p,
17p, 6q, 8p y 9q. Los pacientes con expresion hemoperiférica detectable
morfologicamente presentaron con mayor frecuencia mal estado general
(ECOG > 2, P=0,04), esplenomegalia palpable (P=0,01) y recuentos
plaquetarios bajos (< 120 x 10°/L, P=0,007). No se observaron diferencias en
el patron de ganancias y pérdidas observadas mediante CGH entre los
pacientes con expresion hemoperiférica detectable morfoldgicamente y los
casos sin evidencia de leucemizacion. Por el contrario, los pacientes con > 5 x
10°/L linfocitos presentaron con mayor frecuencia ganancias de 3q (P=0,02),
pérdidas de 10p (P=0,05), peor respuesta al tratamiento (P=0,04) y una menor

supervivencia (P=0,05).

Con los resultados obtenidos se puede concluir que la expresion
hemoperiférica detectada mediante citometria de flujo se observa en la
mayoria de los pacientes diagnosticados de LCM, incluso en aquellos con
recuentos linfocitarios normales. Aunque la leucemizacion morfologica no se

asocio en nuestro estudio con ninguna alteracidon citogenética especifica
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detectable mediante CGH, los casos con linfocitosis > 5 x 10°/L presentaron

anomalias citogenéticas diferenciales y un peor pronostico.
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BACKGROUND. The reported incidence of peripheral blood involvement in
patients with mantle cell lymphoma (MCL) ranges from 13% to 77%. The aim of
the study was to analyze the prevalence and the biologic and clinical significance
of leukemic involvement in a series of patients with MCL.

METHODS. Leukemic expression was assessed by conventional morphology and
flow cytometry (FC) in 48 patients. In addition, comparative genomic hybridiza-
tion (CGH) was performed in 27 patients.

RESULTS. At diagnosis, 44 patients (92%) had evidence of leukemic expression by
FC, including 8 patients (17%) without morphologically apparent leukemic invol-
vement. Moreover, a lymphocyte count >5 X 10°/L was observed in 25 cases
(52%). The most frequent imbalances detected by CGH were gains of 3q, 7p, 8q,
9q, 12q, and 13q, and losses of 13q, 1p, 9p, 11q, 10p, 17p, 6q, 8p, and 9q. Using a
cutoff of 5 X 10°/L lymphocytes, cases with lymphocytosis more frequently pre-
sented with gains of 3q (P =.02), losses of 10p (P =.05), a low response rate
(P =.04), and a short survival (P =.05).

CONCLUSIONS. Leukemic expression at diagnosis detected by FC was found to be
highly frequent in this series of patients with MCL. Although morphologically
apparent leukemic expression was not associated with specific chromosomal
alterations detected by CGH, a lymphocyte count >5 X 10°/L was correlated with
particular genetic abnormalities and a poor outcome. Cancer 2007;109:2473-80.
© 2007 American Cancer Sociery.

KEYWORDS: mantle cell lymphoma, leukemic involvement, comparative genomic
hybridization, flow cytometry.

antle cell lymphoma (MCL) is a lymphoid neoplasm derived

from mature B-cells usually coexpressing CD5 and histologi-
cally characterized by a nodular or diffuse proliferation of atypical
lymphocytes. Two cytologic variants of MCL have been identified,
classical and blastoid, with the last including pleomorphic and blas-
tic subtypes." MCL is genetically characterized by the presence of
t(11;14)(q13;932), which juxtaposes the Cyclin D1 gene (11q13) with
the IgH gene (14q32).” This alteration leads to the overexpression of
cyclin D1, which plays an important role in cell cycle control at G;-
S transition® by overcoming the suppressor effect of the retinoblas-
toma protein (Rb)* and p275P’° Cyclin DI overexpression is a
highly specific molecular marker of MCL because it is expressed in
virtually all of these tumors but only in a few cases of aggressive
chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma and
multiple myeloma. In addition, Cyclin D1 is overexpressed at the
mRNA and protein levels in a high number of hairy cell leukemias,
although its expression is much lower than in MCLs and is not asso-
ciated with Cyclin DI gene rearrangement or amplification.®

Published online 3 May 2007 in Wiley InterScience (www.interscience.wiley.com).
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Different studies using conventional cytogenet-
ics,”® comparative genomic hybridization (CGH),*'?
and array-based CGH'™'®> have shown that MCLs
carry a high number of chromosomal and genetic

alterations, some of which are associated with
aggressive histologic variants and an adverse out-
come 16-19

From the clinical standpoint, MCL is a relatively
uncommon type of B-cell lymphoma that represents
5% to 10% of non-Hodgkin lymphomas. MCL is
more frequent in elderly males, who are diagnosed
in an advanced stage of the disease with frequent
extranodal involvement (eg, bone marrow, gastroin-
testinal tract, or Waldeyer ring). MCL has an adverse
clinical course characterized by poor response to
conventional chemotherapy and a median overall
survival (OS) of 3 to 5 years.?* 2

To our knowledge, relatively few studies to date
have focused on the bone marrow and peripheral
blood involvement in MCL. It is interesting to note
that the incidence of leukemic expression varies
highly in different studies, ranging from 13% to
77%.2* This discrepancy could be due to patient
selection bias and different morphologic and immu-
nophenotypic criteria to define leukemic expression.
Moreover, in many of these series a central histologic
review or extensive immunophenotypic characteriza-
tion of the samples were not performed. In addition,
studies comparing genetic abnormalities between
patients with nodal and leukemic MCL have sug-
gested that, although both display similar genomic
patterns of losses and gains, specific alterations may
be associated with leukemic dissemination and a
poor prognosis. In particular, the analysis of gene-
tic alterations in leukemic cases demonstrated that
genomic loss of chromosome 8p21.3 at the tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) receptor gene cluster occurred more fre-
quently in these patients than in those with lymph
node disease.”®*’

In view of this background, we investigated the
incidence of peripheral blood involvement in a large
series of patients with MCL by both morphologic
and immunophenotypic analysis. In addition, clinical
features, genetic abnormalities detected by CGH, and
patient outcome were determined.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Samples

Forty-eight patients diagnosed with MCL from 1988
to 2002 in a single institution (Department of Hema-
tology, Hospital Clinic, Barcelona, Spain) were
included in this study on the basis of sample avail-

ability for flow cytometry (FC) analysis. Diagnosis of
MCL was established according to the World Health
Organization (WHO) criteria and was confirmed by
histologic, immunophenotypic, genetic, and molecu-
lar studies. Patients were selected only if a histologic
specimen suitable for establishing the diagnosis of
MCL was available. The following samples were col-
lected and analyzed for this study: peripheral blood
from all the patients, lymph node (38 patients),
spleen (8 patients), tonsil (4 patients), gastrointesti-
nal biopsy (2 patients), liver, and breast (1 patient
each). In 7 patients different tissues were analyzed
(lymph nodes and spleen in 5, liver and spleen in 1,
lymph node and bowel in 1). Informed consent was
required from all patients in accordance with the
local ethics committee guidelines.

Staging maneuvers at diagnosis included tho-
racic, abdominal, and pelvic computed tomography
and unilateral bone marrow biopsy (47 patients).
Biopsies of other extranodal sites were performed
whenever their involvement was suspected.

The following initial data were recorded and
evaluated for analysis in each patient: 1) clinical data
(age, gender, performance status according to the
Eastern Cooperative Oncology Group [ECOG] scale,
and the presence of B-symptoms [fever, night sweats,
weight loss]); 2) histologic data (typical or blastoid,
nodular, mantle-zone, or diffuse variants); 3) hema-
tologic and biochemical parameters (leukocyte and
lymphocyte counts, presence of atypical lymphocytes
in peripheral blood, hemoglobin, platelet count,
serum lactate dehydrogenase [LDH], and B,-micro-
globulin levels); 4) tumor extension data (lymph
node and extranodal involvement, number of extra-
nodal involved sites, splenomegaly, hepatomegaly,
Ann Arbor stage, and bone marrow infiltration); and
5) the International Prognostic Index (IPI), defined
by the International non-Hodgkin Lymphoma Prog-
nostic Factors Project.

Complete response (CR) was defined as the total
disappearance of tumor masses and disease-related
symptoms as well as the normalization of the initial
abnormal tests for at least 1 month. Partial response
(PR) was considered when tumor masses or organ
infiltration decreased by at least 50% along with the
disappearance of disease-related symptoms. Patients
not included in these categories and early deaths
were considered nonresponders.

Morphologic, Histologic, and Immunophenotypic Analysis
of MCL Cells

Tissue biopsies were classified according to the cur-
rently accepted histologic criteria. Immunopheno-
type of malignant cells was obtained by standard



immunohistochemical methods performed in frozen
or formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections.
Cyclin D1 overexpression was demonstrated in all
the cases by immunohistochemistry.

Slides of peripheral blood and bone marrow
were stained with May-Grunwald-Giemsa, whereas
bone marrow biopsy sections were stained with he-
matoxylin and eosin. Two independent observers
(N.V. and M.R.) reviewed peripheral blood slides,
counting a minimum of 500 cells per case, and bone
marrow trephines to determine the number and
morphologic characteristics of circulating atypical
cells, as well as the pattern and extent of bone mar-
row infiltration. Overt leukemic expression was
defined as the presence of >5% lymphocytes with
atypical morphology in peripheral blood.

The presence of MCL cells in peripheral blood
was also assessed using a direct immunofluorescence
technique. Fifteen thousand cells were acquired in a
FACScan flow cytometer (Becton-Dickinson, San
Jose, Calif) and analyzed using Paint-a-gate software
(Becton-Dickinson). The panel of monoclonal anti-
bodies included at least CD10, CD19, CD20 or CD22,
CD23, kappa and lambda light chains, a pan-T-cell
marker (CD2 or CD3), and CD5. The presence of a
distinct CD5-positive, CD23-negative B-cell popula-
tion demonstrating strong CD20 or CD22, and the
detection of light chain restriction in B cells were
considered indicative of leukemic involvement.

Cytogenetic and Molecular Analysis

Cytogenetics and molecular genetics

Cytogenetic and molecular studies were performed
to confirm the diagnosis of MCL. Conventional cyto-
genetic analysis was performed on tumor cells
isolated from bone marrow or peripheral blood
as described elsewhere.?® In 14 patients, the classic
t(11;14)(q13;q32) was demonstrated and in 2 addi-
tional cases the t(11;14) was detected by fluorescence
in situ hybridization (FISH). Moreover, 11ql3 rear-
rangement was demonstrated in 14 additional pa-
tients by polymerase chain reaction (PCR) analysis
according to previously described techniques.?®

Comparative genomic hybridization

High molecular weight DNA was extracted from 17
lymph nodes and 10 involved peripheral blood using
the standard Proteinase K/RNAse treatment and phe-
nol-chloroform extraction. Normal DNA was ob-
tained from 2 healthy blood donors (1 man and 1
woman). DNA was diluted to a concentration of 40—
60 ng/pL and 1 pL of each sample was analyzed in a
0.8% agarose gel and stained with ethidium bromide
to verify quality and concentration.
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CGH was performed using a commercially avail-
able CGH kit provided by Vysis (Downers Grove, Ill).
Hybridizations and digital image acquisition, proc-
essing, and evaluation were performed on a Cytovi-
sion Ultra workstation (Applied Imaging, Sunderland,
UK) as described previously.'®

Signal ratios >1.25 or <0.75 were considered
chromosomal gains or losses, respectively. Ratios
exceeding 1.5 and/or strong focal signals with the
ratio profile showing overrepresentation were consid-
ered high-level DNA amplifications. CGH alterations
present in at least 5 cases (19%) were selected and
tested for their correlation with clinical data.

Statistical Methods

Differences among patient subgroups were compared
using the Fisher exact test (2-tailed) and the Student
t test. OS was defined as the time from diagnosis to
the time of death. Patients still alive at the time of
last follow-up were censored at the last known date
of contact. The actuarial survival analysis was per-
formed according to the method of Kaplan and
Meier®® and differences in survival between patient
groups were analyzed by the log-rank test. P-values
<.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Patient Characteristics

The main initial characteristics of the 48 patients are
detailed in Table 1. The median age was 64 years
(range, 40-84 years) and 75% of patients were men.
Thirty-six patients (75%) were diagnosed with typical
morphologic variant and 12 were diagnosed with
blastoid morphology (25%), including pleomorphic
(2 cases) and blastic (10 cases) subtypes. MCL
demonstrated a diffuse growth pattern in 41 cases,
nodular in 6 cases, and mantle-zone in 1 case.

The median leukocyte count was 11.6 X 10°/L
(range, 1.1-412 X 10°/L). A lymphocyte count >5 X
10°/L was observed in 25 cases (52%), whereas 17
patients (35%) presented with >10 X 10°/L lympho-
cytes. Sixteen patients (33%) presented with Hb <100
g/L and the platelet count was <120 X 10°/L in 42%.
As per the IPI, 3 patients (6%) were of low risk, 29%
were of low-intermediate risk, 40% of high-interme-
diate risk, and 25% of high risk. Bone marrow was
infiltrated in 40 of 47 patients, although only 27 bone
marrow biopsy sections were available for review.
The pattern of bone marrow involvement was nodu-
lar in 3 patients (10%), interstitial in 8 patients
(30%), both nodular and interstitial in 8 patients
(30%), and diffuse in another 8 patients (30%).
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TABLE 1
Main Initial Characteristics of 48 Patients With Mantle
Cell Lymphoma

Variable Percent
Age >60 y 51
Sex (men) 75
Morphologic variant

Typical 75

Blastoid 25
Performance status (ECOG >2) 33
B-symptoms 46
Bulky disease 17
Hepatomegaly 35
Splenomegaly 65
Increased serum LDH levels* 53
Increased serum B,-microglobulin levels' 61
Advanced stage (Ann Arbor I1I-IV) 98
Extranodal involvement 96
Bone marrow infiltration 85
>2 extranodal involved sites 35
High/intermediate-risk and high-risk IPI 65

ECOG indicates Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase; IPI, International
Prognostic Index.

* Data were available for 47 patients.

T Data were available for 36 patients.

Treatment varied over time and included che-
motherapeutic regimens without anthracyclines in 15
patients (31%) and combination therapy including
anthracyclines in 33 patients (69%). All patients were
assessable for response. CR, PR, and failure rates
were 13%, 46%, and 41%, respectively. After a median
follow-up of 29 months (range, 1-138 months), 40
patients (83%) had died. The median OS of the series
was 30 months.

Peripheral Blood Morphology and Immunophenotype

The morphologic review of May-Grunwald-Giemsa-
stained peripheral blood smears disclosed that 36 of
48 patients (75%) had overt, morphologically appar-
ent, leukemic expression at the time of diagnosis.
The median leukocyte count in patients with overt
leukemia was 14.8 X 10°/L (range, 2.4-412 X 10°/1)
and the median lymphocyte count was 8.5 X 10°/L
(range, 0.7-400 X 10°/L), with 11 patients having less
than 5 X 10%/L lymphocytes. The median percentage
of atypical lymphocytes was 43% (range, 13%-91%).
In the majority of the cases, morphologic analysis
demonstrated a mixture of typical MCL cells and
small lymphocytes. Occasional blastoid cells were
observed in peripheral blood but the proportion of
these cells was always inferior to 5% of lymphocytes.
Among patients with morphologically apparent leu-
kemic expression, 39% had a hemoglobin level <100
g/L and 53% a platelet count <120 x 10°/L. The his-

tologic analyses of such patients showed that 28
patients (78%) had typical MCL histology (including
3 with nodular and 1 with mantle-zone pattern),
whereas 8 presented with blastoid variants (7 blastic
cases and 1 pleomorphic case).

Eight of 12 patients (67%) with no morphologi-
cally apparent leukemic expression disclosed a char-
acteristic MCL lymphocyte population in peripheral
blood by FC. As expected, FC was also positive for
MCL in all patients with overt leukemic expression. A
total of 44 patients (92%) had evidence of leukemic
involvement by FC. The remaining 4 cases from this
series presented normal peripheral blood morphol-
ogy, immunophenotypic analysis of lymphocytes,
and bone marrow biopsy. The median percentage of
the monoclonal B-cell population was 79% for the 36
patients presenting with morphologically apparent
leukemic expression (range, 28-97%) and 32% (14—
74%) for the 8 patients with peripheral blood invol-
vement only detectable by FC. Among the patients
with positive FC, the phenotype was considered typi-
cal (CD5+, CD23-) in 40 patients. In 3 cases MCL
cells expressed CD23 (41%, 61%, and 73%, respec-
tively), whereas the remaining case presented with
weak expression of CD5 (25% of B lymphocytes
being positive) confirmed by immunohistochemistry.

Chromosomal Alterations of Leukemic MCL
Twenty-seven MCL samples were analyzed by CGH,
with 23 corresponding to patients with overt leuke-
mic expression, 3 from patients with peripheral
blood involvement only detected by FC, and 1 with
normal peripheral blood morphology and FC.
Twenty-five patients (93%) demonstrated chromo-
some alterations with a mean number of 5.7 + 4.4
per sample, displaying an elevated total number of
gains (n = 86) and losses (n = 69). Only 1 patient
had a single alteration that was a loss of 1p22-p32.
The most frequent gains were on chromosomes 3q
(55%), 7p (26%), 8q (22%), 9q (22%), 12q (22%), and
13q (19%) (Fig. 1) (Table 2). High-level DNA amplifi-
cations were identified in 11 different regions of the
genome, with 18q22-qter being the most recurrent
amplified region (15%). Minimal common gained
regions were limited to 3q23-qter, 7pl5-pter, 8q23-
qter, 9g34-qter, 12q12-q13, and 13gq22-qg31.

The most frequent losses were found on chro-
mosomes 13q (37%), 1p (26%), 11q (26%), 9p (26%),
10p (22%), 17p (22%), 6q (19%), 8p (19%), and 9q
(19%). The regions frequently involved by loss of
genetic material were delineated to 1p22-p31, 11q22-
q23, 9p2l-pter, 10pl4-pter, 17pl2-pter, 6q24-qter,
8p21-pter, and 9q21-q22. On chromosome 13q, 2 dif-
ferent areas of loss were identified (13q11-q21 and
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TABLE 2
CGH Alterations in MCL According to Lymphocyte Count

Lymphocyte count
>5 X 10°N =16 <S5 X10°N=11 Total N = 2
Gains
3q 12 (75%) 3 (27%) 15 (55%)
p 4 (25%) 3 (27%) 7 (26%)
9q 4 (25%) 2 (18%) 6 (22%)
8q 4 (25%) 2 (18%) 6 (22%)
12q 3 (19%) 3 (27%) 6 (22%)
13q 4 (17%) 1 (9%) 5 (19%)
Losses
13q 5 (31%) 5 (45%) 10 (37%)
1p 3 (19%) 4 (36%) 7 (26%)
9p 4 (25%) 3 (27%) 7 (26%)
11q 5 (31%) 2 (18%) 7 (26%)
10p* 6 (37%) 0 (0%) 6 (22%)
17p 5 (31%) 1 (9%) 6 (22%)
6q 3 (19%) 2 (18%) 5 (19%)
8p 3 (19%) 2 (18%) 5 (19%)
9q 1 (6%) 4 (36%) 5 (19%)

CGH indicates comparative genomic hybridization; MCL, mantle cell lymphoma.
* P <.05.

13g32-qter). Tumors with 17p loss had more chro-
mosomal imbalances than patients with a normal
chromosome 17 profile (9.3 +6.15 vs 4.7 + 3.3,
respectively; P =.05). However, cases with a lympho-
cyte count >5 X 10°/L (16 of 27 patients; 59%) more

frequently had gains of 3q and losses of 10p than
patients with less than 5 X 10°/L lymphocytes (75%
vs 27% [P =.02] and 37% vs 0% [P =.05], respec-
tively) (Table 2).

Correlation Between Leukemic Expression, Initial
Features, and Outcome

We compared the clinical and biological characteris-
tics of patients with apparent morphologic leukemic
expression and those with normal morphology.
Patients with overt leukemic expression more fre-
quently had a poor performance status (ECOG >2;
P =.04), palpable splenomegaly (P =.01), and lower
platelet counts (<120 X 10°/L; P =.007) than
patients with normal peripheral blood smears. No
differences in terms of other clinical and biological
variables were found. In addition, patients with lym-
phocyte counts >5 X 10°/L had different initial vari-
ables (Table 3), and also a lower response rate (44%
vs 74%; P =.04) and a shorter survival than those
with less than 5 X 10°/L lymphocytes (median OS of
23 vs 35 months, respectively; P =.05) (Fig. 2).

DISCUSSION

In this study we analyzed the initial characteristics;
the morphologic, immunophenotypic, and genomic
profiles; and the outcome of 48 patients with newly
diagnosed MCL according to whether there was
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TABLE 3
Prognosis According to Lymphocyte Count

Lymphocyte count

<5X10°LN=23 >5x10%LN=25 P

ECOG >2 5 (22%) 11 (44%) .03
Platelet count <120 X 10°/L 6 (26%) 14 (56%) 04
Hemoglobin level <100 g/L 4 (17%) 12 (48%) 03
Lymphadenopathy 18 (78%) 20 (80%) NS
Splenomegaly 11 (48%) 20 (80%) 03
Response rate (CR + PR) 17 (74%) 11 (44%) .04
Median OS 35 mo 23 mo 05

ECOG indicates Eastern Cooperative Oncology Group; NS, not significant; CR, complete response;
PR, partial response; OS, overall survival.

P=0.05

0.8

0.6

0.4

Probability

<3x 10 o lymphocytes
{(N-23 , dead: 16)

=+ + =+

>5x10 9 /L lymphocytes
(N=25, dead: 24)

0 2 4 6 8 10 12

Years

FIGURE 2. Overall survival curve of 48 patients with mantle cell lym-
phoma according to the lymphocyte count in the peripheral blood. The me-
dian survival for patients with a lymphocyte count >5 X 10%L was 23
months versus 35 months for patients without lymphocytosis.

involvement of peripheral blood detected on mor-
phologic grounds or by FC.

Although peripheral blood and bone marrow
involvement in MCL is a well-known feature, to our
knowledge its incidence and clinical significance
have not been fully analyzed. Thus, peripheral blood
involvement has been reported in 13% to 77% of the
patients, depending on the series. However, many of
these studies include a small number of patients with
primarily lymph disease and lack well-defined mor-
phologic and immunophenotypic criteria to define
leukemic expression.?'”** Recently, some studies have
focused on patients with MCL presenting with
marked lymphocytosis and overt leukemia, mainly
describing the morphologic spectrum of circulating
lymphoma cells and the histologic pattern of bone

marrow biopsy.?**'3¢ In contrast, peripheral blood
immunophenotyping by FC has not been thoroughly
analyzed in MCL patients, and just a small number
of cases showing peripheral blood involvement only
detectable by FC have been reported.?* In a recent
study published by Gu et al,>” FC on peripheral blood
and bone marrow samples was performed to deter-
mine the value of Cyclin DI/IgH rearrangement
detected by FISH in leukemic MCL. FC was positive
for MCL in only 26% of the peripheral blood or bone
marrow samples. In our study, after an extensive FC
analysis, leukemic involvement was detected in
almost all patients (92%), including cases without
morphologically apparent leukemia. The differences
found in peripheral blood involvement between our
study and that published by Gu et al. could be
explained by the unexpected low percentage of bone
marrow involvement detected by those authors.

The neoplastic MCL cells are monoclonal B-cells
with relatively intense surface immunoglobulins,
coexpressing CD5 and negative for CD23 and CD10.
In the current series, 8% of the cases presented with
an atypical immunophenotype (weak expression of
CD5 or positivity for CD23), a similar proportion to
that previously reported.”'*'*33% It is interesting to
note that these cases had an unequivocal diagnosis
of MCL supported by tissue histology, Cyclin D1
expression, and the presence of t(11;14)(q13;q32).

In addition to the t(11;14)(ql3;q32), many
genetic aberrations have been described in MCL. It
has recently been proposed that genomic loss of
chromosome 8p occurs more frequently in patients
with leukemic disease, defined as >10% CD5+/
CD19+ cells in the peripheral blood, than in lymph
node MCL with no blood involvement.?® Moreover,
in a small series of cases of leukemia with t(11;14),
the most frequent additional genetic abnormality
was the loss of 8p.?” Of note, these patients pre-
sented with lymphocytosis without nodal involve-
ment at diagnosis. The genomic alterations found in
our series were concordant with those generally
observed in MCL.”"'® In contrast to the findings
described in leukemic variants,'>?%27 we did not find
a deletion of 8p as a specific marker for leukemic
involvement. In total, we found a genomic loss of 8p
in 5 patients, 4 of whom presented with morphologi-
cally apparent leukemic involvement and the
remaining case with MCL cells detected only by FC.
This discrepancy in the prevalence of 8p losses could
be explained by different criteria for selection of
patients as well as by the different definition of leu-
kemic involvement. In this sense, in the present se-
ries the diagnosis of MCL was based on histologic
and molecular criteria, in opposition to other studies



that selected cases among different chronic B-cell
lymphoproliferative disorders on the basis of the
presence of t(11;14). It is interesting to note that
t(11;14) has been described in a variety of hemato-
logic neoplasms, including B-prolymphocytic leuke-
mia. Furthermore, some of these studies lacked strict
immunophenotyping criteria to define peripheral
blood involvement. In this regard, selection criteria
based on the presence of CD5+/CD19+ cells without
clonal light chain analysis could not ensure the pre-
sence of MCL cells in peripheral blood.

No differences concerning the genomic pattern
of losses and gains were observed between patients
with and without morphologically apparent leukemic
involvement, which is not surprising when consider-
ing that most patients had leukemic expression
detected by FC. However, MCL cases with >5 X 10/
L lymphocytes more frequently presented gains of 3q
and losses of 10p. The gain of 3q, with a minimal
common region at 3g26.1-27 was first detected by
CGH in 1998 in 52% of MCLs.’ Thereafter, cytoge-
netic studies identified different secondary altera-
tions in MCLs, including gains and trisomies of
chromosome 3, which was confirmed by CGH by our
group'® and others.®'>?%?” With regard to losses of
10p, this alteration has been previously reported in
MCL®' but, to the best of our knowledge, no related
genetic targets have been described.

Several clinical and biological factors have been
shown to have a prognostic impact in MCL. Thus,
patients aged >60 years at diagnosis, with poor per-
formance status, splenomegaly, advanced disease
stage, and extranodal involvement are expected to
have a short survival. In addition, and from the bio-
logic standpoint, blastoid morphology, diffuse pat-
tern, high Ki-67 index, increased mitotic activity, and
TP53 gene abnormalities have been associated with
an unfavorable outcome.??*3%3% The prognostic
impact of peripheral blood involvement in MCL is
controversial.”?""***! Some studies have shown that
the presence of absolute lymphocytosis at diagnosis
is associated with a shorter survival,>*® particularly
when lymphocyte counts are greater than 10 X 10°/
L.3*%% In contrast, other studies have shown that the
survival of patients with leukemic MCL does not dif-
fer from that of patients with lymph node dis-
ease.”**® In the current study, the overall median
survival for the entire series was 30 months and no
differences were observed between patients with
overt leukemic MCL and the group without morpho-
logic evidence of leukemic involvement. Circulating
lymphoma cells detected either by morphology or by
FC may be a manifestation of the biology of this dis-
ease rather than a poor prognostic indicator. How-
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ever, it is important to note that patients with >5 X
10°/L lymphocytes had different genetic abnormal-
ities and clinical outcome.

In conclusion, in the current series of patients
with MCL, leukemic expression at the time of diag-
nosis detected by FC was a highly common feature
even in patients with a normal lymphocyte count. It
is important to note that a lymphocyte count >5 X
10°/L was associated with specific genetic abnormal-
ities and a poor outcome. New studies are warranted
to define biologic factors that determine leukemic
involvement.
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3. TERCER TRABAJO

3.1. RESUMEN

Infiltracion del sistema nervioso central en el linfoma de células del

manto.

La infiltracion de territorios extraganglionares es un hecho frecuente
en los pacientes diagnosticados de LCM. El riesgo de infiltracion del SNC en
estos pacientes es un hecho bien conocido, cuya incidencia oscila entre el 4%
y el 22%, segln distintos estudios. El objetivo de este trabajo fue analizar la
incidencia y los factores de riesgo para el desarrollo de infiltracién del SNC en
una serie de 82 enfermos diagnosticados y tratados en un Unico centro, asi
como la evolucion posterior de los pacientes que presentaron esta

complicacion.

La edad mediana de los pacientes incluidos en el estudio fue de 61
anos, con un predominio del sexo masculino (73%). Cincuenta y nueve
pacientes fueron diagnosticados de LCM tipico y 21 (26%) de LCM blastoide. La
mayoria de los pacientes se diagnosticaron en estadio clinico avanzado (92%
en estadios IlI-1V), con infiltracion de territorios extraganglionares (90%) y con
un indice prondstico internacional (IPl) de riesgo intermedio/alto o alto (84%).
Once pacientes desarrollaron infiltracion del SNC, con un riesgo actuarial a los

5 anos del 26% (IC 95%: 10-42%). En un paciente asintomatico la infiltracion

141



Resultados

del liquido cefalorraquideo (LCR) se detectd en la puncion lumbar realizada
durante el estadiaje inicial. Los 10 pacientes restantes presentaron sintomas
neurologicos durante la evolucion de la enfermedad (mediana desde el
diagnostico: 25 meses), 5 pacientes durante el tratamiento y los otros 5
coincidiendo con la progresion sistémica de la enfermedad. La infiltracion del
SNC se observé con mayor frecuencia en pacientes con histologia blastoide
(P=0,005), indice proliferativo elevado (expresion de Ki-67 > 50%)(P=0,017),
cifra de LDH sérica > 450 UI/L (P=0,006) e IPI de riesgo intermedio/alto o alto
(P=0,05). Asimismo, los pacientes con afeccion de > 2 territorios
extraganglionares presentaron una mayor tendencia a desarrollar infiltracion
del SNC (P=0,06). En el estudio multivariante, el subtipo histologico (P=0,03,
RR: 4,8) y la cifra de LDH sérica (P=0,02, RR: 4,8) fueron las variables que se

asociaron a un mayor riesgo de infiltracion del SNC en el LCM.

El tratamiento de la infiltracion del SNC consistio en quimioterapia
intratecal en dos pacientes y quimioterapia intratecal asociada a
quimioterapia sistémica en siete casos. La mediana de supervivencia tras el
desarrollo de enfermedad en el SNC fue de 4,8 meses (5 dias-19 meses). La
supervivencia global del grupo de pacientes que desarrolldé esta complicacion
fue inferior a la del grupo que no la presenté (P<0,001, RR: 4,7). La causa de
la muerte fue la progresion de la enfermedad sistémica en todos los pacientes
excepto en uno que fallecid tras desarrollar una sepsis en el periodo de

aplasia postquimioterapia.
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Con los resultados obtenidos de este trabajo, que analiza la serie mas
amplia de pacientes diagnosticados de LCM desde el punto de vista de la
infiltracion del SNC, se pudo concluir que esta complicacion se presenta
fundamentalmente en pacientes con LCM blastoide, indice proliferativo
elevado, niveles de LDH sérica elevados e IPI de riesgo intermedio/alto o alto.
El hecho de que, en la mayoria de pacientes, la infiltracion del SNC aparezca
en el contexto de recidivas o progresiones sistémicas hace imprescindible el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. El papel de la profilaxis de la
infiltracion del SNC debe ser investigado en el contexto de tratamientos mas

efectivos para el LCM que los existentes en la actualidad.
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Background: Extranodal involvement, including central nervous system (CNS), is a frequent event in patients with
mantle cell ymphoma (MCL). However, the incidence, risk factors, and impact on outcome remain controversial.
Patients and methods: Main clinical, biological, and evolutive features of 82 patients (60 males/22 females; median
age: 61 years) diagnosed with MCL (blastoid, 26%) in a single institution were analyzed for risk of CNS involvement
and prognosis.

Results: Most patients had advanced stage and intermediate or high-risk International Prognostic Index (IPl). Eleven
patients eventually developed CNS involvement with an actuarial 5-year risk of 26% (95% confidence interval 10%
to 42%). In one asymptomatic patient, cerebrospinal fluid infiltration was detected at staging maneuvers (1/62; 1.6%).
The remaining 10 patients developed neurological symptoms during the course of the disease (median time from
diagnosis, 25 months). Initial variables predicting CNS involvement were blastoid histology, high proliferative index
measured by Ki-67 staining, high lactate dehydrogenase (LDH) and intermediate- or high-risk IPI. Histological subtype
and serum LDH maintained significance in multivariate analysis. Treatment of CNS infiltration consisted of

intrathecal chemotherapy (two cases), and intrathecal chemotherapy plus systemic treatment (seven cases). Median
survival after CNS involvement was 4.8 months, patients with this complication having shorter survival than those
with no CNS disease.

Conclusion: This study confirms the high incidence of CNS involvement in MCL patients. Treatments aimed at
preventing this complication are warranted.

Key words: central nervous system involvement, mantle cell lymphoma, prognosis, risk factors

introduction advanced disease, generalized lymphadenopathy, and
splenomegaly. The disease has an adverse clinical course
characterized by a poor response to chemotherapy and
a median overall survival (OS) of 3-5 years [2-6].
Extranodal involvement, including bone marrow,
gastrointestinal tract, and Waldeyer’s ring, is a well-known
feature in patients with MCL. The risk for central nervous
system (CNS) infiltration was first reported by Bedotto et al.
[7] in 1986 and Ellison et al. [8], and subsequently
confirmed by our own group [9] in a series of 22 patients of
whom five (22%) eventually had CNS involvement, and by
others [10, 11], who reported an overall incidence of 4% and
9%, respectively. However, the incidence, predicting factors,
and outcome of CNS involvement in patients with MCL have
not been thoroughly investigated in large series of patients
from single institutions.

Mantle cell lymphoma (MCL) is a distinct subtype of
non-Hodgkin’s lymphoma derived from mature B cells
usually coexpressing CD5 and histologically characterized by
a nodular or diffuse proliferation of atypical lymphocytes.
Two cytological variants of MCL have been identified, classical
and blastoid, the latter including pleomorphic and blastic
subtypes [1]. MCL is genetically characterized by 11q13
translocations and Bcl-1 rearrangement. This alteration leads to
the overexpression of cyclin D1, which plays an important role
in the cell cycle control at the G;—S transition by overcoming
the suppressor effect of retinoblastoma protein and p27~".
MCL accounts for 5%-10% of lymphomas and particularly
occurs in elderly males who, at diagnosis, frequently show

*Correspondence to: Dr A. Lopez-Guillermo, Department of Hematology, Hospital The aim of the present study was to assess the incidence and
Clinic, Villarroel, 170, 08036 Barcelona, Spain. Tel: +34-932275575; factors for CNS involvement in patients with MCL diagnosed
Fax: +34-032275484; E-mail: alopezg@diinic.ub.es and followed up at a single institution. In addition, we analyzed
TPresent address: Laboratori de Citologia Hematoldgica, Department of Pathology, the clinical features, theraPY’ and outcome of patients with
Hospital del Mar, Barcelona, Spain MCL once CNS infiltration was detected.
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patients and methods

patients

Eighty-two patients diagnosed with MCL from 1988 to 2003 in a single
institution were included in this study. Diagnosis of MCL was established
according to the World Health Organization criteria [1] and confirmed
by histological, immunophenotypic, genetic, and molecular studies.
Blastoid variants were recognized based on morphological characteristics.

Initial staging included thoracic, abdominal, pelvic computed
tomography (CT), and unilateral bone marrow biopsy (79 patients).
Biopsies of other extranodal sites were carried out whenever its
involvement was suspected. A comprehensive immunophenotypic
analysis of peripheral blood was carried out in 46 patients.

In each patient the following initial data were recorded and
evaluated—(i) clinical data: age, gender, performance status according
to the Eastern Cooperative Oncology Group scale, and presence of
B symptoms (fever, nigh sweats, weight loss); (ii) histologic data: typical
or blastoid, nodular, mantle zone or diffuse variants, and
immunohistochemical staining for Ki-67; (iii) hematologic and biochemical
parameters: leukocyte and lymphocyte counts, presence of atypical
lymphoid cells in peripheral blood, hemoglobin, platelet count and serum
lactate dehydrogenase (LDH), and B,-microglobulin levels; (iv) tumor
extension data: nodal and extranodal involvement, number of extranodal
involved sites, palpable splenomegaly, hepatomegaly, bone marrow
infiltration, and Ann Arbor stage; (v) the International Prognostic Index
(IPI), as defined by the International non-Hodgkin’s Lymphoma
Prognostic Factors Project.

Complete response (CR) was defined as the total disappearance of tumor
masses and disease-related symptoms as well as the normalization of the
initial abnormal tests for at least 1 month. Partial response (PR) was
considered when tumor masses or organ infiltration decreased by at least
50% along with the disappearance of disease-related symptoms. Patients
not included in these categories and early deaths were considered as
nonresponders. Informed consent to use the clinical data was required
from all the patients in accordance with the local Ethic Committee
guidelines.

assessment of CNS involvement
The diagnosis of CNS infiltration was based on clinical findings and on
the presence of malignant cells in cerebrospinal fluid (CSF), consistent
with the diagnosis of MCL. In the first 20 patients of the present series,
who have been previously reported [9], a lumbar puncture was not carried
out at diagnosis unless CNS involvement was suspected on clinical grounds.
In the subsequent 62 cases, CSF assessment by a lumbar puncture was
included as one of the staging maneuvers at diagnosis. Cells from CNS
fluid were cytospinned and stained with May-Griinwald-Giemsa for
morphology assessment. In some cases, cells from CNS were stained with
a panel of monoclonal antibodies that included CD19, CD20, CD23, kappa
and lambda light chains, CD3, and CD5. CT or magnetic resonance
imaging (MRI) scans of the brain were done to detect parenchymal or
meningeal infiltrations when such involvement was suspected.

Data collected at the time of diagnosis of CNS infiltration included
neurological symptoms, physical examination findings, diagnostic
procedures, stage of the disease, treatment, and response.

statistical methods

Differences among the subgroups of patients were compared with the
Fisher’s exact test (two-tailed) or the Student’s t-test. OS was defined as the
time from diagnosis to the time of death or last follow-up. Patients still
alive were censored at the last known date of contact. The actuarial survival
analysis was carried out according to the method described by Kaplan and
Meier [12] and differences in survival analyzed by the log-rank test.
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Prognostic factors found to be significant in the univariant analysis were
included in a multivariate analysis carried out by the stepwise proportional
hazard regression method of Cox. The influence of CNS infiltration on
survival was assessed in a time-dependent manner by means of the method
described by Mantel and Byar [13]. P values <0.05 were considered
statistically significant.

results

patient characteristics

The main initial characteristics of the 82 patients are detailed
in Table 1. Median age was 61 years (range, 40-84 years) and
73% of patients were males. Fifty-nine of 80 patients (74%)
were diagnosed with typical morphologic variant and 21

with blastoid morphology (26%), including pleomorphic

(five cases) and blastic (16 cases) subtypes. MCL showed

a diffuse growth pattern in 71 cases, nodular in eight, and
mantle zone in one case. In two patients with lymph node
biopsy-based diagnosis of MCL, the histologic subtype could
not be established. Immunohistochemical staining for Ki-67
was available in 46 patients, in 18 of them (39%) being >50%.
The vast majority of patients presented with advanced disease
(92% in stage ITII-1V). Extranodal involvement was found in
74 patients (90%), including bone marrow infiltration in 64
of 79 patients (81%). The median leukocyte and lymphocyte
counts were 8.8 x 10°/1 (1.1-322 x 10%/1) and 2.75 x 10°/1
(0.50-99 x 10°/1), respectively. A lymphocyte count >5 x 10/1
was observed in 29 cases. Fourteen patients presented with
hemoglobin <100 g/l and the platelet count was <100 x 10%/1
in 18 patients. As per the IPI, 16% patients were of low risk,

Table 1. Main initial characteristics of 82 patients with mantle cell

lymphoma
Variable Percent
Age 260 years 52
Gender (male/female) 73/27
Morphological variant
Typical 74
Blastoid 26
Ki-67 expression 250% (available in 46 39
patients)
Poor performance status (ECOG >2) 28
B symptoms 35
Bulky disease 15
Hepatomegaly 34
Splenomegaly 49
Extranodal involvement 90
Bone marrow infiltration 81
>2 extranodal involved sites 40
Advanced stage (Ann Arbor III-1V) 92
Increased serum LDH levels (available in 38
79 patients)
Increased serum f,-microglobulin levels 41
(available in 56 patients)
High/intermediate and high-risk IPI 84

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; LDH, lactate dehydrogenase;
IPI, International Prognostic Index.



Annals of Oncology

28% of low-intermediate risk, 34% of high-intermediate risk,
and 22% of high risk.

Treatment varied over the time and included
chemotherapeutic regimens without anthracyclines in
20 patients (25%) and combination therapy with anthracyclines
in 61 (75%). In 16 patients (20%) first-line treatment included
high-dose methotrexate (MTX) (Hyper cyclophosphamide,
vincristine, doxorubicin, dexamethasone, high-dose
methotrexate, cytarabine regimen) [14], whereas 11 additional
patients were treated with this regimen in subsequent
recurrences. One patient was not treated because she died
before starting therapy. Seventy-nine patients were assessable
for response. CR, PR, and failure rates were 17%, 49%, and
34%, respectively. At the time of the last follow-up, 63 patients
(77%) had died, with a median OS of 28 months (range, 1-136).

CNS involvement

Eleven of 84 patients (13%) developed CNS involvement. In
one asymptomatic patient, CSF infiltration was detected in
the lumbar puncture carried out during staging maneuvers.
This patient was diagnosed with typical diffuse MCL in a lymph
node biopsy. She presented with advanced disease (stage IV),
increased serum LDH and f5,-microglobulin levels, and a
high-risk IPL. The risk of CNS involvement at diagnosis as
assessed by systematic lumbar puncture was of 1/62 [1.6%;
95% confidence interval (CI) 0% to 9%].

The remaining 10 patients eventually developed CNS
involvement during the course of the disease. Main
characteristics of these patients are listed in Table 2. Histology
of lymph node biopsies disclosed a typical subtype in six cases
(one nodular, five diffuse) and blastoid morphology in five
(four blastic, one pleomorphic). All patients had advanced-
stage disease, nine patients (82%) presented with bone marrow
infiltration, and eight cases (73%) presented with >2 extranodal
sites involved. Four patients (36%) had B symptoms and a
poor performance status. As per the IPI, four patients (36%)

were of low-intermediate risk, three (28%) of high-
intermediate risk, and four (36%) of high risk. Two of eleven
patients (18%) had achieved a CR with first-line combination
chemotherapy and a PR was observed in four cases (36%).
Development of CNS infiltration was seen at a median
time of 25 months from diagnosis (range, 5-130). All
10 patients who developed CNS infiltration during follow-up
presented with neurological symptoms: facial palsy in four
cases, sciatalgia in four, diplopia in two, paraparesis in two,
and confusional syndrome, trigeminal sensitive symptoms,
and upper or lower limbs paresthesias or dysesthesias in one
patient each. In two patients (patient 6 and patient 9) the
lumbar puncture was not carried out because of their critical
status. All except one patient displayed atypical lymphocytes
in the CSF, consistent with the diagnosis of MCL. The latter
patient (patient 7) was diagnosed with CNS involvement based
on the clinical symptoms that improved after intrathecal
therapy. In two patients, the flow cytometry analysis of CSF
showed a characteristic MCL population (monoclonal B cells
CD5 positive, CD23 negative, strong CD20, with relatively
intense surface restricted light chain expression). CT or MRI
scans were carried out in three patients with negative results
in all cases. Three of the 10 patients who developed CNS
infiltration during the course of the disease had received
chemotherapy containing high-dose MTX (first-line in two
cases; salvage therapy in one). At the time of CNS infiltration,
five patients were under treatment and the remaining five
patients had progressive disease.

risk and factors predicting CNS involvement

The risk of CNS involvement at 5 years was 26% (0.95 CI
10% to 42%) (Figure 1). CNS infiltration was more frequently
observed in patients with blastoid histology (P = 0.005)
(Figure 2A), Ki-67 expression 250% (P = 0.017) (Figure 2B),
high LDH serum level (P = 0.006) (Figure 2C) or intermediate-
and high-risk IPI (P = 0.05) (Figure 2D). Extranodal

Table 2. Clinical features at diagnosis and outcome of 11 patients with MCL who developed CNS involvement

Patient number Age/sex Histological subtype
1? 65/F Typical, diffuse
2 61/F Blastoid
3 54/M Blastoid
4 63/M Blastoid
5 63/M Blastoid
6 54/M Typical, diffuse
7 53/M Blastoid, pleomorphic
8 63/F Typical, diffuse
9 70/M Typical, nodular
10 47/F Typical, diffuse
11 51/F Typical, diffuse

Stage IPI First-line treatment Response
IVA H Hyper-CVAD Fa
IVA H CHOP PR
IVA I/H Hyper-CVAD Fa
IVA I/H CHOP PR
IVB H CHOP Fa
IVB H CHOP Fa
IVA L1 Hyper-CVAD PR
111B L/1 CHOP CR
IVA L1 CHOP CR
IVB I/H CHOP Fa
IVA L/1 Chlorambucil + PR

prednisone

MCL, mantle cell lymphoma; CNS, central nervous system; IPI, International Prognostic Index; F, female; H, high; Hyper-CVAD, cyclophosphamide,

vincristine, doxorubicin, dexamethasone, high-dose methotrexate, cytarabine; Fa, failure; CHOP, cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, prednisone;
PR, partial response; M, male; I/H, intermediate/high; L/I, low/intermediate; CR, complete response.

CNS involvement at diagnosis.
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involvement of >2 sites showed a trend to higher risk
(P = 0.06). The treatment given to the patients (high-dose
MTX regimens versus other) did not show predictive value for

Risk at 5-yr: 26%
(95%CI: 10-42%)

’ 1

Probability

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Years

Figure 1. Risk of central nervous system involvement in 82 patients with
mantle cell lymphoma.

Al
3 p =0.005
2 6
=
3 Blastoid
g (N=21,5 CNSH)
4
Nen-blastoid
(N=59, 6 CNS+)
2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Years
C 1
8 p=0.006
E’ 6 High LDH serum level
‘.§ (N=31, 7 CNS+)
=]
[=]
&g 4
Normal LDH serum level
2 (N=48, 4 CNS+)
0 od

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Years

Annals of Oncology

CNS involvement. In a multivariate analysis including the
histologic subtype (blastoid versus nonblastoid), LDH serum
level (normal versus high), and extranodal sites involved (<2
versus >2), the histologic subtype [P = 0.03; relative risk (RR):
4.8] and LDH serum level (P = 0.02; RR: 4.8) were the most
important variables to predict CNS involvement. Given the
number of missing data, Ki-67 immunohistochemistry staining
was not included in the model. When the IPI (low versus
low intermediate versus intermediate high versus high) was
included in the analysis, histology and LDH levels retained
their prognostic significance.

treatment and outcome of the patients

The most relevant features of patients developing CNS
involvement are summarized in Table 3. All but two patients
(patient 6 and patient 9) were treated with intrathecal
chemotherapy (MTX 10 mg, hydrocortisone 20 mg, cytarabine
30 mg). In addition, seven patients (patients 1-5, 7, and 11)
received combination chemotherapy that included high-dose
MTX in four cases (patients 1, 2, 5, and 7).

All the patients with CNS infiltration died, with a median
survival from the time of CNS involvement of 3 months
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Figure 2. Risk of central nervous system involvement according to: (A) histological subtype of mantle cell lymphoma (nonblastoid versus blastoid variant),

(B) Ki-67 expression (<50% versus 250%), (C) serum lactate dehydrogenase levels, and (D) International Prognostic Index for aggressive lymphomas.
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Table 3. Clinical features of CNS involvement in 11 patients with MCL

1? None CSF: +
CT: ND
2 Confusional syndrome CSEF: +
CT: ND
3 Paresthesias, lumbar hypoesthesia CSEF: +
CT: ND
4 Facial palsy, upper limbs CSF: +
polyradiculoneuropathy CT: normal
5 Facial palsy, sciatalgia CSF: +
CT: ND
6 Diplopia, sciatalgia, trigeminal CSF: ND
hypoesthesia CT: ND
7 Facial palsy, trigeminal paresthesias, GSERS
lower limbs dysesthesias CT: normal
8 Sciatalgia, paraparesis CSE: +
CT: ND
9 Diplopia CSF: ND
CT: normal
10 Facial palsy CSF: +
CT: ND
11 Sciatalgia CSF: +
CT: ND

0 Diagnosis 1.2
5.2 Under therapy 9
8 Under therapy 0.4
8.3 Under therapy 5
9 Under therapy 15
19 PD 0.2
31 PD 13
47 Under therapy 19
58 PD 0.7
60 PD 0.6
130 PD 6

CNS infiltration at diagnosis.

CNS, central nervous system; MCL, mantle cell lymphoma; CSF, cerebrospinal fluid; +, presence of atypical lymphocytes; CT, computed tomography; ND,

not done; —, absence of atypical lymphocytes.

(range, 5 days to 19 months). The cause of death was systemic
progression of MCL in all cases but in one case (patient 1
died of sepsis). To analyze the impact of CNS infiltration on
OS, we first carried out a raw comparison between the
median OS of patients with and without CNS involvement
(24 versus 29 months, respectively; P > 0.1, NS). Subsequently,
CNS infiltration was analyzed as a time-dependent variable;
patients developing CNS involvement showed a significantly
poorer OS (P < 0.001; RR: 4.7).

discussion

The reported incidence of CNS involvement in patients with
lymphoma varies from 2% to 27% in different series [15-22].
This wide variation is most likely explained by patients’
inclusion criteria, different histologic subtypes, and methods
to assess CNS infiltration [23]. In some aggressive lymphomas,
such as lymphoblastic lymphoma or Burkitt’s lymphoma, CNS
infiltration is a well-known feature in the natural history of
the disease, whereas, on the contrary, CNS infiltration is
virtually absent in indolent lymphomas and, if present, it is
usually related to histologic transformation [24, 25]. The
incidence in different studies of CNS involvement in patients
with MCL is also highly variable, ranging from 4% to 22%.
The first reports describing this complication were published
two decades ago [7, 8]. Subsequently, other series describing
the presenting and evolutive features of patients with MCL
were reported but in all these studies little attention was paid

to CNS disease, this being considered an infrequent event
with an incidence inferior to 10%. As a result, CNS assessment
has not been part of the routine initial work-up in patients
with MCL.

In the present series, CNS involvement was found in one
of 62 asymptomatic patients at diagnosis (1.6%). In all, 11 of
82 patients developed CNS infiltration during their clinical
course, with an actuarial risk at 5 years of 26%. Discrepancies
between our series and others are not easy to explain, but they
could be due in part to differences in the duration of the
follow-up. Risk factors for a higher probability of CNS
involvement were blastic subtype, high Ki-67 immunostaining,
high serum LDH levels, and high-risk IPI. Of note, most of
these variables are in fact related to the proliferation of the
disease.

The most frequent clinical manifestations of CNS
involvement included signs and symptoms related to high
intracranial pressure or meningeal infiltration, and mainly
consisted in mental status changes, headache, and cranial nerve
palsies. Nevertheless, signs and symptoms of CNS involvement
may be very subtle, warranting a high degree of suspicion of
CNS infiltration.

The mechanisms by which MCL involves the CNS are not
completely understood. The possibility of histological
transformation into a more aggressive lymphoma type or of
progression from typical to blastoid histology cannot be
completely ruled out. However, none of our six patients
diagnosed with typical MCL presented with signs to suspect
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such an event and, in addition, three of them showed lymphoid
cells of typical MCL in the CSF. On the other hand, it is well
known that cellular adhesion molecules (CAM) are involved
in the pattern of growth and dissemination of
lymphoproliferative disorders [26-30]. MCL is characterized
by low levels or absence of L-selectin and CD11c, low expression
of CD11a/CD18 (Leukocyte function antigen (LFA)-1), and high
levels of CD44, CD54 (Intracellular adhesion molecule-1), and
VLA-5 [31, 32]. In this regard, the lack of expression of LFA-1
has been related to lymphoma dissemination and aggressive
behavior [30, 33]. Moreover, the strong expression of VLA-5 has
been associated with extranodal involvement [30]. However,
no correlation between the pattern of CAM and CNS
involvement has been found yet in MCL [9].

In MCL, CNS involvement is usually a late event (median
time from diagnosis of 25 months in the present series). Due
to this fact, CNS infiltration could be overlooked in studies
with short follow-up. The relatively high risk of CNS
infiltration in MCL leads to the question of whether or not
treatment strategies in this type of lymphoma should take
into consideration such a complication. In this regard, CNS
prophylaxis is recommended in patients with lymphoma and
a high risk for this complication, although its usefulness has
not been completely demonstrated [16]. The situation in MCL
is even further complicated because of a number of factors.
First, CNS infiltration is a late event in the course of the disease
that is usually found in the context of relapsing or refractory
disease. Secondly, the incidence of CNS infiltration observed
in this series in patients receiving high-dose MTX-containing
regimens was exactly the same than that detected in the
remaining patients. Thirdly, the cause of death was systemic
progression of the disease in all cases. What is necessary,
therefore, are more effective treatments to control the disease
as a whole and to prevent relapse. In practical terms, the
present results support to carry out CNS prophylaxis only in
those patients of high risk, namely those with blastoid MCL
or high LDH serum levels. In fact, this is the current policy
in our department.

In conclusion, CNS involvement is a frequent complication
in patients with MCL. Blastoid histology, high proliferative
index measured by Ki-67 immunostaining, high serum LDH
or intermediate and high-risk IPI are associated with a higher
risk to develop this complication. The fact that in most cases
CNS involvement occurs late in the course of the disease as
part of a generalized clinical relapse or progression indicates
that better therapies for MCL are urgently needed. Whether
there is a role for CNS prophylaxis in patients with MCL
should be investigated as part of potentially more effective
treatments for this type of lymphoma.
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DISCUSION

Los trabajos que integran esta tesis han permitido profundizar en el
conocimiento bioldgico y clinico del LCM. Hasta el momento de su inicio no
existian estudios relacionados con el efecto de farmacos citotoxicos en células
de LCM ni sobre la existencia de posibles anomalias en las vias de apoptosis en
esta entidad. Por consiguiente, no se disponia de evidencias de que
alteraciones en este sentido pudieran contribuir a su desarrollo ni a la
heterogeneidad observada en la evolucion de estos pacientes. Desde el punto
de vista clinico, la expresion hemoperiférica y la infiltracion del SNC no se
encontraban suficientemente caracterizadas debido fundamentalmente al
numero limitado de pacientes estudiados y a la disparidad en los criterios

utilizados en su valoracion.

En los trabajos que constituyen la presente tesis se analizaron los
mecanismos de apoptosis en lineas celulares portadoras de la
t(11;14)(q13;932) y en células primarias de LCM. Asimismo, se estudi6o la
incidencia, los factores determinantes y el impacto pronostico de la expresion

hemoperiférica y la infiltracion del SNC en el LCM.
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Efecto citotoxico de mitoxantrona, fludarabina y mafosfamida en lineas

celulares portadoras de la t(11;14)(q13;q32) y en células primarias de LCM

Con objeto de analizar los mecanismos de apoptosis en el LCM, se
incubaron células de cuatro lineas celulares portadoras de la
t(11;14)(q13;q932) (JVM-2, REC-1, Granta 519 y NCEB-1) y de pacientes afectos
de LCM con tres farmacos citotoxicos, fludarabina, mitoxantrona vy
mafosfamida, forma activa de la ciclofosfamida tras su metabolismo hepatico.
Estos tres farmacos fueron seleccionados fundamentalmente por su utilizacion
habitual en el tratamiento de diversos SLPC-B, por la diversidad en sus
mecanismos de accion y por la amplia experiencia de nuestro grupo en

estudios in vitro con estos mismos farmacos en células de LLC.

La mitoxantrona, inhibidor de la topoisomerasa Il, fue el farmaco que
indujo el mayor efecto citotoxico en las células de las lineas JVM-2, REC-1 y
Granta 519, asi como en las células primarias de todos los pacientes
estudiados. La LDsg (dosis letal “50”, concentracion de farmaco que reduce la
viabilidad celular a un 50%) fue, en todos los casos, inferior a la observada en
estudios previos realizados en células primarias de LLC.>”' El mecanismo de
accion de los inhibidores de la topoisomerasa Il se basa en la interferencia con
la actividad de la enzima en su union a las roturas de la doble hélice de ADN.
Los mecanismos de resistencia a estos agentes parecen ser independientes del
transporte del farmaco y de alteraciones en la interaccion entre el farmaco y

la topoisomerasa 11.**> Por el contrario, si parecen estar intimamente
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relacionados con la expresion disminuida de enzima.?** Rosenwald y cols. han
descrito recientemente que el gen de la topoisomerasa Il es uno de los
numerosos genes relacionados con la proliferacion tumoral que constituyen la
firma génica del LCM.®° Asimismo, la expresion de topoisomerasa llo. no sélo es
un buen marcador de proliferacion celular sino, ademas, un factor prondstico
excelente.?®® De acuerdo con ello, nuestros resultados mostraron un efecto
citotoxico superior de la mitoxantrona en las lineas celulares y en los LCM
blasticos que en los casos tipicos, menos proliferativos. Cabe destacar, sin
embargo, que en la linea celular NCEB-1 no se observo ningin efecto
citotoxico tras la incubacion con los farmacos mencionados. Al analizar la
distribucion celular en las distintas fases del ciclo y su contenido en ADN, las
células de la linea NCEB-1 en presencia de mitoxantrona experimentaron una
parada de ciclo en la transicion de la fase S a G;-M, sin que en ningln
momento se observara el pico en fase sub-Go que corresponde a las células en
apoptosis, ni tan siquiera tras periodos de incubacion prolongados. Estos
resultados coinciden con los observados en un estudio previo realizado por
Bailly y cols.,**? en el que los mecanismos de muerte celular fueron diferentes
para células sensibles y resistentes a la mitoxantrona, y se caracterizaron por
la rapida induccion de apoptosis en las primeras y la induccion de un bloqueo
del ciclo celular en G2-M seguido de una pérdida progresiva de viabilidad

celular hasta la muerte por necrosis en las resistentes.

La fludarabina, analogo de las purinas efectivo en el tratamiento de la

LLC y el LF, tan sdlo indujo un efecto citotoxico menor a dosis altas en las

157



Discusion

lineas celulares JVM-2, REC-1 y Granta 519. La linea NCEB-1 se mostro
resistente y solo en un paciente se detectd una discreta citotoxicidad con la
utilizacion de elevadas concentraciones de farmaco y tras un periodo de
incubacion prolongado. En la actualidad es un hecho conocido que la escasa
respuesta del LCM a la fludarabina es debida a una incorporacion deficiente
del farmaco a las células®™ y que este fendmeno esta relacionado con los
niveles de expresion relativamente disminuidos del transportador equilibrativo
de nucleodsidos hENT2.3”® En este sentido, los niveles de hENT2 presenta una
excelente correlacion con la sensibilidad in vitro de las células de la LLC a la
fludarabina,>”® a su vez relacionados con la respuesta clinica de los pacientes

a regimenes que contienen este farmaco.>*’:3%

Apoptosis inducida por farmacos en las lineas celulares sensibles y en las

células primarias de LCM

En las células de las lineas JVM-2, REC-1 y Granta 519, asi como en las
células primarias de todos los pacientes estudiados, la incubacién con los
farmacos citotoxicos se acompanod de una pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, cambio de conformacion de BAX y BAK, y activacion de las
caspasas 9 y 3. En todos los casos se observo, asimismo, activacion de caspasa
8, en relacion probablemente a la existencia de un bucle en el que estarian
implicadas las caspasas 9 y 3, o debido a la activacion de otras caspasas

situadas en un nivel previo a la mitocondria. La inhibicion completa de la
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apoptosis observada tras la utilizacion del inhibidor universal de caspasas Z-
VAD demostré que la muerte celular inducida por los farmacos utilizados
estaba mediada por la activacion de caspasas y, por tanto, era debida a la
induccion de apoptosis. Tan sélo los cambios conformacionales de BAX y BAK
tuvieron lugar de manera completamente independiente a la activacion de

caspasas, tal como ya se habia descrito en células de LLC.3%

Expresion de proteinas proapoptoéticas, antiapoptoticas e inhibidoras de la

apoptosis en el LCM

Los estudios realizados mediante Western blot mostraron que las
células de LCM expresan, en condiciones basales, las proteinas
antiapoptoéticas BCL-2 y BCL-X,, las proapoptoticas BAX y BAK, y las proteinas
inhibidoras de la apoptosis XIAP y survivina. Ademas de inducir un cambio de
conformacion de BAX y BAK, la incubacion con farmacos citotoxicos se
acompand de una disminucion franca de los niveles de expresion de MCL-1 y
XIAP y, en menor medida, de BCL-X.. El papel central que desempenan los
miembros de la familia de BCL-2 en la regulacion de la via mitocondrial de
apoptosis es un hecho perfectamente conocido. La incubacion de células de
LLC con diversos farmacos citotdxicos se acompana, de manera similar a lo
observado en nuestro trabajo, de un descenso en los niveles de expresion de
MCL-1,%74%40" hecho que también se ha descrito en células de mieloma
multiple tratadas con diversos agentes citotdxicos.*?*% Un estudio reciente

ha mostrado que el descenso en la expresion de MCL-1 en células de LLC es
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capaz de inducir la apoptosis de dichas células de manera rapida y eficaz,
siendo ademas capaz de abolir el efecto antiapoptotico que ocasiona la
estimulacién mantenida del receptor de células B (BCR).*”’ Recientemente se
ha sugerido que MCL-1 podria ser una diana terapéutica relevante en leucemia
aguda linfoblastica y LLC, y que la disminucidn en sus niveles de expresion
potenciaria el efecto de rituximab.“® En cuanto al LCM, la inhibicién de la via
de senalizacion de mTOR, activada constitutivamente en esta entidad, se
asocia a una disminucion de los niveles de expresion de ciclina D1, MCL-1 y
BCL-X., entre otros.””” MCL-1 parece desempefar un papel relevante en el
inicio de la apoptosis en el LCM tras el tratamiento con flavopiridol.’”® La
disminucion en los niveles de BCL-X. se ha descrito, asimismo, tras la
incubacion de células de LCM con inhibidores de NF-«B.**’ Por el contrario, no
existen estudios sobre la modulacion de XIAP en la apoptosis inducida por
farmacos en el LCM, aunque el marcado descenso en el nivel de esta proteina,
entre otras, se ha descrito como uno de cambios observados al incubar lineas
celulares de LNH con bendamustina y cladribina, farmacos de accion
sinérgica.*’® La disminucion en los niveles de XIAP parece desempefiar un
papel clave en el sinergismo observado en lineas celulares de leucemia aguda
mielomonocitica y prolinfocitica T tras su exposicion a flavopiridol y TRAIL.*"
asi como en la sensibilidad al bortezomib observada in vitro en lineas de

linfoma de Hodgkin.*'?
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La ausencia de apoptosis observada en NCEB-1 no es debida a alteraciones

en la maquinaria implicada en la via mitocondrial

NCEB-1 fue la Unica linea celular en la que no se observo ningln efecto
citotoxico tras la incubacion con farmacos, ni siquiera al utilizar
concentraciones superiores a las farmacoldgicas, periodos de incubacion mas
prolongados o combinaciones de agentes citotoxicos. Sin embargo, los niveles
basales de expresion de caspasas, proteinas con funcion proapoptotica y
antiapoptotica e IAPs no mostraron diferencias respecto del resto de lineas
celulares estudiadas. Asimismo, la exposicion de las células NCEB-1 a la
estaurosporina, inductora de apoptosis por activacion directa de la via
mitocondrial,*’* se acompaf6 de todas las alteraciones propias de la muerte
celular por apoptosis. La ausencia de respuesta a los agentes genotoxicos
utilizados quizas pueda ser explicada por la existencia de alteraciones en los
mecanismos reguladores de la apoptosis situados en un nivel anterior a los
miembros de la familia de BCL-2 analizados en nuestro estudio y/o por la
presencia de alteraciones en los genes de respuesta a dano al ADN de los que
la linea NCEB-1 es portadora. En este sentido, las células de esta linea poseen
un cariotipo complejo, casi tetraploide, que incluye alteraciones en los genes
TP53 y ATM. La presencia de anomalias en TP53 en pacientes afectos de LLC y
LCM se asocia, de forma caracteristica, a una respuesta escasa al tratamiento
y a una supervivencia inferior; de manera similar, los enfermos con LLC y
alteraciones en ATM también presentan un peor pronostico. En condiciones

normales, la apoptosis ocasionada por farmacos genotoxicos se acompana de
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una estabilizacion de p53, que tiene lugar tras su fosforilacion por ATM.
Debido al papel fundamental de estos genes en las vias de repuesta al dano al
ADN, la disfuncidon simultanea de ambos podria explicar la ausencia de
apoptosis en las células de la linea NCEB-1 tras su incubacion con
mitoxantrona, fludarabina y mafosfamida. De modo similar a lo observado en
esta linea celular, la incubacion de fibroblastos de raton ATM” TP53" con
inhibidores de las topoisomerasas | y Il no desencadena la muerte celular por
apoptosis.*™ Asimismo, la linea celular UPN2, portadora de alteraciones en
TP53 y ATM, es completamente resistente a la induccion de apoptosis tras la

exposicion a radiaciones ionizantes.*"”

Lamentablemente, no pudimos
disponer de ninguna muestra de células primarias portadora de alteraciones
en TP53 y ATM simultaneamente que nos permitiera corroborar los resultados
observados en NCEB-1. En este sentido cabe destacar que no se ha encontrado
una asociacion preferente entre las alteraciones de TP53 y ATM, lo que indica
que no existe una ventaja selectiva para los LCM portadores de ambas
aberraciones.®®® Este hallazgo es, asimismo, compatible con la ausencia de

comunicaciones sobre la asociacion de deleciones de 17p13 y 11q22-23 en esta

entidad.

Expresion hemoperiférica en el LCM

A pesar de que la posible leucemizacion del LCM es un hecho bien

conocido, el porcentaje de pacientes que presentan expresion hemoperiférica
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en el momento del diagnostico varia enormemente segin las diversas series
publicadas y se sit(a entre el 13% y el 80%.2%%°*°741¢ Sin embargo, la mayoria
de estas series incluyen relativamente pocos pacientes y no especifican los
criterios utilizados para definir la presencia de leucemizacion, que varian
desde la observacion de algun linfocito morfoldégicamente atipico en sangre
periférica hasta la consideracion Unicamente de aquellos casos con linfocitosis
absoluta. Por otro lado, hasta el momento del inicio de los trabajos que
integran esta tesis no existia ningn estudio en el que se hubiera analizado de
manera sistematica la posible existencia de expresion hemoperiférica en el
LCM mediante citometria de flujo y tan solo se habia comunicado algun caso
aislado de enfermedad detectable mediante esta técnica en ausencia de

sospecha morfoldgica de leucemizacion.>®

La revision morfologica de las extensiones de sangre periférica
realizadas al diagndstico en 48 pacientes puso de manifiesto que 36 de ellos
(75%) presentaban expresion hemoperiférica, definida por la presencia de mas
de 5% de linfocitos atipicos. Cabe destacar que 11 de estos pacientes
presentaban menos de 5 x 10°/L linfocitos. En 8 de los 12 pacientes sin
expresion leucémica aparente morfolégicamente se observé una poblacion
linfoide B caracteristica de LCM mediante citometria de flujo. Unicamente 4
pacientes (8% de la totalidad) tenian una biopsia medular normal y no
presentaban alteraciones en los estudios morfoldgicos e inmunofenotipicos de

sangre periférica.
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Alteraciones cromosémicas en los LCM leucemizados

En 27 de los 48 casos incluidos se pudieron llevar a cabo estudios de
CGH. De estos 27 pacientes, 23 presentaban expresion hemoperiférica
morfoldégicamente aparente, en 3 casos ésta era detectable mediante
citometria de flujo Unicamente y en un paciente el estudio citologico e
inmunofenotipico eran normales. El 93% de los enfermos presentaban
alteraciones cromosémicas, con una media de 5,7 + 4,4 por muestra, y un
numero elevado de ganancias (n=86) y pérdidas (n=69). Las ganancias
cromosomicas mas frecuentes se localizaron en 3q, 7p, 8q, 9q, 12q y 13q.
Once regiones diferentes mostraban amplificaciones, siendo la region 18q22-
gter la amplificada con mayor frecuencia. Las pérdidas mas frecuentes fueron
las de 13q, 1p, 11q, 9p, 10p, 17p, 6q, 8p y 9q. Los pacientes con pérdida de
17p presentaron un mayor nimero de alteraciones cromosdémicas que aquellos
con normalidad del cromosoma 17. No se observaron diferencias significativas
al comparar el grupo de pacientes con leucemizacion morfologica (n=23)
respecto del resto de pacientes (n=4). Sin embargo, el grupo de enfermos con
un recuento linfocitario > 5 x 10°/L mostré ganancias de 3q y pérdidas de 10p

con mayor frecuencia que los pacientes con menos de 5 x 10°/L linfocitos.

Las alteraciones cromosomicas detectadas en nuestro estudio son
totalmente concordantes con las descritas previamente. El hecho de no haber
observado diferencias en el patréon de ganancias y pérdidas entre los casos de

LCM con y sin leucemizacion morfologica aparente no es en absoluto
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sorprendente, ya que todos excepto un enfermo presentaban enfermedad
detectable mediante citometria de flujo. Por el contrario, los pacientes con
un recuento linfocitario > 5 x 10°/L presentaron mas frecuentemente
ganancias de 3q23-qter y pérdidas de 10p14-pter. La elevada frecuencia de
ganancias de 3q en el LCM es un hecho bien conocido. Cabe destacar que
recientemente se ha demostrado que esta alteracion tiene un valor pronodstico
independiente del perfil de expresion génica relacionado con la proliferacion
tumoral.>® Por el contrario, a diferencia de algunos estudios que refieren una
mayor frecuencia de pérdidas de 8p en enfermos con LCM leucemizado que en

pacientes con enfermedad ganglionar localizada,”**"’

esta alteracion presento
una distribucion similar en ambos grupos de pacientes, tanto al considerar la
existencia de leucemizacion morfoldgica como al tener en cuenta el recuento

linfocitario. Estas diferencias con otras publicaciones podrian ser debidas a los

diferentes criterios usados para definir la leucemizacion.

Leucemizacién y pronoéstico

La presencia de expresion hemoperiférica detectable morfoldégicamente
se asocid, en nuestro estudio, a un mal estado general al diagnéstico (ECOG >
2), existencia de esplenomegalia palpable y un recuento plaquetario inferior a
120 x 10°/L. Ademas, los pacientes con linfocitosis > 5 x 10°/L presentaron

con mayor frecuencia una cifra de Hb < 100 g/L, peor respuesta al
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tratamiento y una supervivencia inferior que los enfermos con un recuento

linfocitario inferior a 5 x 10°/L.

Diversos factores bioldgicos y clinicos han demostrado su importancia
prondstica en el LCM. Entre los primeros, la morfologia blastoide, el patron de
infiltracion difuso, el indice proliferativo elevado y las anomalias de TP53 se
han asociado en diversos estudios a una supervivencia inferior. La edad
superior a 60 anos, el mal estado general al diagnostico, la presencia de
esplenomegalia, la cifra elevada de LDH y la anemia se han asociado,
asimismo, a un pronostico desfavorable. Sin embargo, el impacto prondstico
de la leucemizacion es controvertido. La presencia de expresion
hemoperiférica ha demostrado tener implicacion pronostica en algunos
estudios.284446:383,384 Fpy este sentido, la presencia de leucocitosis y linfocitosis
absoluta al diagnostico se ha asociado a una menor supervivencia si bien en
otros trabajos no se han observado diferencias entre los pacientes con LCM
leucemizado y los enfermos con enfermedad Unicamente ganglionar.’®®? En
nuestro estudio no se observaron diferencias entre ambos grupos de pacientes

al considerar la existencia de leucemizacion morfoldgica aunque los enfermos

con linfocitosis > 5 x 10°/L presentaron, por el contrario, un peor prondstico.
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Infiltracion del SNC en el LCM

La incidencia de infiltracion del SNC en el LNH oscila entre 2,2% y 27%,
seglin las diversas series.*'®*?* Estas diferencias estan relacionadas con los
distintos subtipos histologicos incluidos en los distintos estudios, los criterios
utilizados para definir la existencia de infiltracion del SNC, la inclusion de
pacientes al diagndstico o en recaida y la utilizacion o no de profilaxis de la
infiltracion del SNC. La afeccion del SNC al diagnoéstico es un hecho frecuente
en determinados subtipos histoldgicos, principalmente el linfoma de Burkitt y
el linfoma linfoblastico,*** que se observa asimismo con elevada frecuencia en

l422

el linfoma T-NK nasa y el linfoma de células grandes B primario del

O este ultimo con marcada tendencia a infiltrar territorios

mediastino,**
extraganglionares. La afeccion de territorios extraganglionares es, asimismo,

un hecho extremadamente frecuente en el LCM. La infiltracion del SNC en

425 426

esta entidad fue descrita en 1986 por Bedotto y cols.” y Ellison y cols.
Posteriormente se publicaron diversas series sobre los datos clinicos al
diagnodstico y evolutivos en pacientes afectos de LCM, en las que la infiltracion
del SNC se consideraba una complicacion infrecuente. Por este motivo, la

evaluacion del SNC no ha formado parte de la valoracion inicial de los

pacientes con LCM durante anos.

En nuestra serie, 11 de 82 pacientes (13%) presentaron afeccion del

SNC. En una paciente sin sintomatologia neurologica la infiltracion del SNC fue

detectada en la puncion lumbar realizada durante el estadiaje inicial (1/82,

167



Discusion

1,2%). Esta prueba forma parte de la valoracion rutinaria de los pacientes con
LCM en el momento del diagndstico en numerosos centros (entre ellos el
Hospital Clinic) desde que Montserrat y cols. describieron una incidencia de
infiltracion del SNC del 22% en esta entidad.*’ Los 10 pacientes restantes
desarrollaron esta complicacion durante la evolucion de la enfermedad, tras
una mediana de 25 meses desde el diagnostico (5-130 meses). Todos ellos
presentaron clinica neuroldgica, principalmente paralisis de pares craneales
(54%), alteraciones sensitivas en el area lumbar y trastornos sensitivomotores
en las extremidades inferiores. En este sentido, las manifestaciones clinicas
mas frecuentes en los pacientes afectos de LNH que desarrollan infiltracion
del SNC se relacionan con la presencia de infiltracion meningea o el aumento
de presion intracraneal e incluyen, ademas de la paralisis de uno o mas pares

craneales, cefalea y cambios en el comportamiento, en ocasiones sutiles.

En todos los pacientes en que se pudo llevar a cabo la puncion lumbar,
excepto en uno, se constatd la presencia de linfocitos atipicos en el liquido
cefalorraquideo. Por el contrario, en ninguno de los casos en que se realizaron
pruebas de imagen se detectd afeccion parenquimatosa del SNC. En este
sentido, los criterios diagndsticos precisos de infiltracion del SNC en el LNH no
estan bien establecidos y practicamente todas las series publicadas incluyen
pacientes con sintomatologia neuroldgica pero analisis del LCR y pruebas de
imagen negativos. Por otro lado, en algunos casos puede resultar imposible
confirmar citologicamente la afeccion del SNC aun existiendo evidencia

radiolégica de infiltracién leptomeningea.”® La infiltracion meningea
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constituye la principal localizacion de enfermedad en el SNC en la mayoria de
LNH, con la excepcion, posiblemente, del linfoma primario del mediastino,
cuyo comportamiento es mas parecido al de los tumores solidos que a los

linfomas. *%°

En cuanto al momento del desarrollo de la infiltracion del SNC, 5 de
nuestros pacientes estaban realizando tratamiento intensivo y los 5 restantes
presentaban enfermedad progresiva. Tres de los 10 enfermos que
desarrollaron esta complicacion durante el curso evolutivo del LCM habian
recibido tratamiento previo con metotrexato a altas dosis y profilaxis
intratecal. Segun las diferentes series publicadas, la infiltracion del SNC en los
LNH suele aparecer en el contexto de recidivas sistémicas.?>*® A pesar de
ello, la infiltracion del SNC puede presentarse de manera aislada si bien el
prondstico de los pacientes es igualmente desfavorable y su supervivencia no

suele superar los 6 meses. 418428429

Riesgo y factores predictivos de infiltracion del SNC

El riesgo actuarial de desarrollar infiltracion del SNC fue, en nuestra
serie, del 26%. Los factores de riesgo para el desarrollo de esta complicacion
fueron la histologia blastoide, un indice proliferativo elevado (analizado
mediante marcaje inmunohistoquimico con Ki-67), los niveles elevados de LDH

sérica y un IPI de riesgo alto.
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Numerosos factores se han asociado a un riesgo elevado de infiltracion
del SNC. Asi, en la mayoria de estudios, la presencia de mal estado general,
niveles elevados de LDH sérica, un estadio avanzado, la afeccion de una o mas
areas extraganglionares y el IPl de riesgo alto se relacionan con un riesgo
aumentado de recidiva en SNC. En algunas series, la afeccion de determinados
territorios extraganglionares como médula dsea, drganos parenquimatosos
(pulmon, higado, mama o riidn, entre otros), piel y tejidos muscular y
subcutaneo, se han asociado a un mayor riesgo de enfermedad en SNC. Cabe
destacar que, en algunos trabajos, la presencia de infiltracion sinusal o
testicular no se ha asociado a un aumento de riesgo de desarrollar esta

complicacion.*"*2

Tratamiento y evolucion de los pacientes con infiltracion del SNC

Nueve de los 11 pacientes que presentaron infiltracion del SNC
recibieron tratamiento intratecal triple (metotrexato 10 mg, hidrocortisona 20
mg y citarabina 30 mg). De ellos, 7 recibieron ademas tratamiento
quimioterapico sistémico que incluia metotrexato a dosis altas en 4 casos.
Todos los pacientes que desarrollaron infiltracién del SNC durante la evolucion
del LCM fallecieron por progresion sistémica de la enfermedad, con una
supervivencia mediana desde el momento en que presentaron la complicacion

neurologica de 3 meses. La enferma en que se detectd la afeccion del SNC
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durante el estadiaje inicial fallecio durante el periodo de aplasia posterior al

primer ciclo de quimioterapia a consecuencia de una sepsis.

Pese a que la supervivencia mediana de los pacientes que desarrollaron
infiltracion del SNC no mostré diferencias respecto a la de los pacientes que
no la desarrollaron, al analizar esta complicacion como variable tiempo-
dependiente los enfermos que presentaron afeccion del SNC mostraron una

supervivencia significativamente inferior al resto.

Dado el pésimo prondstico que confiere la infiltracion del SNC a los
pacientes afectos de LNH en general y de LCM en particular, se han llevado a
cabo diversas estrategias para prevenir el desarrollo de esta complicacion. La
eficacia de la profilaxis de la infiltracion del SNC en el linfoma de Burkitt y el
linfoma linfoblastico es evidente; sin embargo, su efectividad en otros
subtipos histolégicos no se ha demostrado por completo.*® Diversos trabajos,
algunos de ellos no aleatorizados, han puesto de manifiesto que la utilizacion
de dosis intermedias y altas de metotrexato o citarabina sistémicos asi como
la administracion intratecal de metotrexato con o sin hidrocortisona

disminuyen de manera significativa el riesgo de desarrollar infiltracion del

SNC.423’429’431’432

El objetivo principal de la profilaxis de la infiltracion del SNC es evitar
la aparicion de afeccion neuroldgica aislada. En el LCM, la infiltracion del SNC

tiene lugar en fases avanzadas de la enfermedad, en el contexto de recidivas
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sistémicas o enfermedad refractaria, que es la causa final de muerte de los
pacientes. Por otro lado, en la presente serie la incidencia de infiltracion del
SNC en pacientes tratados con metotrexato a dosis altas fue similar a la
observada en el resto de pacientes. Lo que es necesario, por tanto, es
desarrollar tratamientos mas efectivos que permitan la erradicacion inicial del
LCM y disminuyan el riesgo de recidivas posteriores. El papel de la profilaxis
del SNC quedaria reservado para los pacientes de alto riesgo para el desarrollo
de esta complicacion, es decir, aquellos enfermos con LCM blastoide o con

niveles elevados de LDH sérica.
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V. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. La citotoxicidad observada tras la incubacion con mitoxantrona,
fludarabina y mafosfamida en las lineas celulares sensibles y en las
células primarias de LCM es debida a la induccion de apoptosis por

activacion de la via mitocondrial.

2. La maquinaria implicada en la via mitocondrial de apoptosis es
funcional en el LCM pero para su completa activacion requiere la

integridad de los sensores de dano al ADN.

3. La induccion de apoptosis en el LCM se acompana de una disminucion
en los niveles de expresion de las proteinas antiapoptoéticas MCL-1 y

BCL-X, y de la proteina inhibidora de la apoptosis XIAP.

4. La expresion hemoperiférica detectada mediante citometria de flujo es
un hecho practicamente constante en el LCM, probablemente

relacionado con el comportamiento bioldgico de esta entidad.

5. Los pacientes con LCM que presentan al diagnéstico linfocitosis igual o
superior a 5 x 10°/L se caracterizan por presentar alteraciones

cromosomicas diferenciales y un peor pronéstico.
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6. La infiltracion del SNC en el LCM es una complicacion frecuente,
principalmente en los pacientes con histologia blastoide, indice

proliferativo elevado, LDH sérica elevada e IPI de riesgo alto.

7. La infiltracion del SNC suele ser un acontecimiento tardio en la
evolucion del LCM que aparece durante la progresion de la enfermedad
0 como parte de una recidiva generalizada. Por ello, el papel de la
profilaxis de esta complicacion debe ser investigado en el contexto de

tratamientos iniciales mas efectivos que los actuales.
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