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Abreviatures

Per ordre alfabétic:

A
ABC-DLBCL
ACK1
ACTLG6
ALCL
ALK

AT
ATLL
ATM
ATR
AURKA
BAC
BASC
BAX
BCL-2
BCL-6
B-CLL
BDH
BIRC2
BL
BMI-1
BRCA1
B-LL

bp

C
CASP-1
CASP-4
CcC
CCDC50
CDK
CDK4
CENTB2
CFES
CGH
CHK1
CHK2
CLU
CNAT
COBRA-FISH
DLBCL

Adenina

Activated B-cell DLBCL

Tyrosine kinase, non-receptor, 2

Actin-like 6A

Anaplastic Large T-cell Lymphoma
Anaplastic Lymphoma kinase gene

Ataxia Telangiectasia syndrome

Adult T-cell Leukemia Lymphoma

Ataxia Telangiectasia Mutated

Ataxia Telangiectasia and Rad3 Related
Aurora Kinase A

Bacterial Artificial Chromosome
BRCAL-associated genome surveillance complex
BCL2-associated X protein

B-Cell Leukemia/lymphoma 2

B-Cell Leukemia/lymphoma 6

Chronic Lymphocitic Leukemia
3-Hydroxybutyrate Dehydrogenase, type 1
Baculoviral IAP repeat-containing 2
Burkitt Lymphoma

BMI1 polycomb ring finger oncogene
Breast Cancer 1

B-cell Lymphoblastic Lymphoma

Base pair(s)

Citosina

Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
Caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
Conventional Cytogenetics

Coiled-coil domain containing 50

Cyclin Dependent Kinase

Cyclin Dependent Kinase 4

Centaurin Beta 2

Common Fragile Sites

Comparative Genomic Hybridization
Checkpoint Homolog (S. pombe) 1
Checkpoint Homolog (S. pombe) 2
Clusterin

Copy Number Analysis Tool

Combinatorial Binary Ratio Labelling FISH
Diffuse Large B-cell Lymphoma
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DMIN Double diminutes
DNA Deoxiribonucleic Acid
DSB Double Strand Break

Excision Repair cross-complementing rodent repair

ERCC5 S .
deficiency, complementation group 5
ESCO2 Establishment of cohesion 1 homolog 2
FC Flow cytometry
FISH Fluorescence in situ Hybridization
FL Follicular Lymphoma
FANCC Fanconi anemia, complementation group C
G Guanina
GADD45a Growth Arrest and DNA-damage-inducible, alpha
GCB-DLBCL Germinal Center B-cell DLBCL
GMPS Guanine Monphosphate Synthetase
GPR160 G protein-coupled receptor 160
HCL Hairy Cell Leukemia
HIV Human Immunodeficiency Virus
HSR Homogeneous Staining Region
HTLV-1 R-Cell leukaemia virus type |
Ig Immunoglobuline
IGH Inmunohistochemistry
IVL Intravascular Lymphoma
JAK2 Janus kinase 2
KDa KiloDalton
LIG4 Ligase IV, DNA, ATP-dependent
LLMPP Leukemia/Lymphoma Molecular Profiling Project
LLP Lymphoplasmocytic Lymphoma
LOH Loss of Heterozigosity
LPP L_IM domain containing preferred translocation partner in
lipoma
MALT Mucosa- associated Lymphoid Tissue
MCL Mantle Cell Lymphoma
MDM?2 Mouse double minute 2 homolog
M-FISH Multicolor FISH
MHC Major Histocompatibility Complex
MM Multiple myeloma/Plasma cell myeloma
MRNA Messenger Ribonucleic Acid
MTCP-1 Mature T-cell proliferation-1 type A
MYC v-Myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
NHL Non-Hodgkin Lymphoma
NMZL Nodal Marginal Zone Lymphoma
ON Over night
OPA1l Optic atrophy 1
PAK2 P21 (CDKN1A)-Activated Kinase 2
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PCR
PDCD10
PIK3
P16 ARF
PMBCL
PPP1R2
PTCL-U
RAD23
RB1
REL
RFC4
RNA
RPM
RS
SIAH2
SIAT1
SKY
SMZL
SNP
SRY

T

RT
T-ALL
TBE
TCL-1
TCR
TDF
T-LBL
T-LGL
TNFRSF10D
TP53
TPA
T-PLL
TRAIL
TFRC
TSG
UPD
XPA
YEATS
WHO

Polimerase Chain Reaction

Programmed Cell Death 10

Phosphatidylinositol 3- kinase

CDKA4 inhibitor P16-INK4/ARF

Primary Mediastinic B-cell Lymphoma

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 2
Peripheral T-cell lymphoma-unspecified

RAD23 homolog B

Retinoblastoma

Reticuloendotheliosis Viral Oncogene homolog
DNA Replication Factor C

Ribonucleic Acid

Revolutions per Minute

Richter Syndrome

Seven in Absentia Homolog 2

ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-sialyltranferase 1
Spectral Karyotyping

Splenic Marginal Zone Lymphoma

Single Nucleotide Polimorphism

Sex-determing region Y

Timidina

Room temperature

Acute Lymphoblastic Leukemia

Tris Borate EDTA

T cell leukemia 1

T-cell receptor

Testis-determining factor

Lymphoblastic Lymphoma

Large Granular Lymphocytes T Leukemia

Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, member 10d
Tumor Protein p53

Tetraphorbol Myristyl Acetate

T-cell prolymphocytic Leukemia

Tumor-necrosis factor-related Apoptosisi Inducing Ligand
Transferrin Receptor

Tumor Supressor Gene

Uniparental Disomy

Xeroderma pigmentosum, complementation group A
YEATS domain containing 2

World Health Organization
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El sistema immunitari i la resposta immune

El sistema immunitari €s el sistema encarregat de lluitar contra els agents infecciosos
que entren a I’organisme 1 de construir un sistema de defensa que eviti ’entrada de
parasits, actuant contra les possibles malalties i infeccions. Els ganglis limfatics son
components del sistema immunitari. Els ganglis limfatics actuen com a filtres, sent
petits diposits de teixit connectiu que contenen limfocits i que recullen i destrueixen
bacteries i virus (Figura 1). Quan el cos lluita contra una malaltia els limfocits es
multipliquen 1 produeixen la caracteristica inflacio. El cos huma presenta entre 500-600
ganglis que es troben agrupats i localitzats a les aixelles, al coll al pit, a I’abdomen i
engonals. Distingim diferents parts del gangli limfatic, el cortex que és 1’area més rica
en cél-lules B i la que es distingeixen els fol-licles primaris' (Rics en limfocits B
madurs en repos) 1 els fol-licles secundaris. Els fol-licles secundaris es formen a partir
dels primaris després de I’estimulacié antigénica i presenten mantell 1 centre germinal.
Per altra banda dins del gangli limfatic trobem el paracortex, area rica en cel-lules T i

la medul-la: amb cél-lules B, T, cél-lules plasmatiques i abundants macrofags.

Vasos limfatics FOL-LICLE
eferents LIMFOIDE

CORTEX
MEDUL-LA Vasos
limfatics CENTRE
PARACORTEX aferents GERMINAL

Figura 1. Esquema del gangli limfatic

Existeixen dos tipus principals de limfocits depenent del seu origen i de la seva funcid,
els limfocits T que es diferencien inicialment al timus i els limfocits B que es
diferencien al fetge i la melsa en el fetus i1 al moll d’os en edat adulta. Durant el seu
desenvolupament, els limfocits T i B adquireixen receptors especifics per antigens.

Els limfocits T son responsables de la resposta immune realitzada per cél-lules aixi com
de les funcions de cooperacid que es realitzen per tal que es puguin desenvolupar totes

les respostes immunes, entre les quals s’inclou la resposta d’anticossos per limfocits B.
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Els limfocits encarregats de les funcions efectores de la immunitat cel-lular son els
limfocits T citotoxics o CD8+ mentre que els limfocits T cooperadors, helper2 o CD4+
s’encarreguen d’iniciar la cascada de la resposta immune coordinada mitjangant
interaccié amb un complex major d’histocompatibilitat (MHC) de classe II.

Dels limfocits B depén la immunitat mediada per anticossos i I’activitat especifica de
fixaci6 d’antigens. Els limfocits B donen origen a les cel-lules plasmatiques que
produeixen anticossos. Quan un limfocit reconeix un antigen, les cel-lules B queden
activades 1 migren al centre germinal; I’estimulacié dels limfocits per antigens pot
accelerar el procés migratori fins a 10 cops més del normal, produint la classica
inflamacié anomenada limfoadenopatia’.

Tant els limfocits T com els B circulen de manera constant a través dels ganglis
limfatics, entrant al gangli mitjancant el sistema sanguini i creuant la paret dels vasos;

aquest procés rep el nom de diapédesi.

El genoma, el cromosoma i el cicle cel-lular

El genoma

Anomenem genoma a tot el material genetic contingut a les cel-lules d’un I’organisme
en particular. En general, quan parlem de genoma en referim al DNA contingut en el
nucli, que esta organitzat en cromosomes, tot i que també existeix el genoma
mitocondrial. El genoma huma té 6.000 milions de parells de bases (bp) incloent dues
copies molt similars d’un genoma haploid de 3.000 milions de bp. El genoma esta
dividit en 24 fragments, els quals es condensen formant els 24 cromosomes humans que
existeixen. El genoma huma esta composat per uns 25.000-30.000 gens diferents que
codifiquen per diferents funcions essencials. També existeixen regions no codificants i
regions que contenen el anomenats pseudogens. Els pseudogens son copies d’un gen

que normalment no presenten introns ni regi6 reguladora.

El cromosoma i cariotip huma

En la construccié d’un cariotip huma els cromosomes autosomics es numeren de 1’1 al
22 en un ordre decreixent de mida i els cromosomes sexuals son anomenats X i Y.

L’estructura del cromosoma esta dividida en dos bragos separats pel centromer”, el brag
p que és el superior i el brag q que esta situat per sota del centromer. Anomenem

cromatide a cadascuna de les unitats longitudinals d’un cromosoma quan esta duplicat.
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Els cromosomes es classifiquen en funcid de la posicid del seu centromer en
metacentrics (els dos bragos presenten la mateixa longitud), sub-metacéntrics (bragos
de longitud desigual) i acroceéntrics (el centromer esta proxim a I’extrem del
cromosoma i el brag p estd composat de satel-lits, excepte Y, que contenen copies

redundants de gens de RNA ribosomic) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura del cromosoma

El cariotip ¢és la representacio dels cromosomes ordenats d’acord amb la seva longitud i
la posicio relativa del centromer. La possibilitat de poder representar graficament el
cariotip d’una cél-lula va sorgir a la década dels 70, quan van aparéixer diferents
metodes mitjangant els quals s’aconseguia visualitzar els cromosomes mitotics.

Alguns colorants utilitzats per a la tincid dels cromosomes tenen una especial afinitat
per a tenyir determinades porcions del DNA en funci6 de la riquesa de adenina (A)-
timina (T) o citosina (C)-guanina (G). Es per aixd que els cromosomes prenen un
aspecte bandejat en ser tenyits. D’aquesta manera cada cromosoma presenta un patrd de
bandes’ especific i en conseqiiéncia, un aspecte Ginic, permetent per tant la identificacio
1 numeracio.

Algunes técniques de bandejat utilitzades son:

Bandes G: Técnica que mitjangant la tincid amb colorant Giemsa permet una tincid
donant un patr6 de bandes fosques i clares. Les bandes G-clares presenten un alt
contingut de G i C, s6n zones de replicacio primerenca i son riques en gens,(Sumner et
al.,, 1993) mentre que les fosques corresponen a les riques en A i timina T, son de
replicacid tardana i tenen poc contingut de gens. La técnica del bandejat per bandes G
rep el nom comu de Citogenética Convencional (CC) (Figura 3A).

Bandes Q: Fou el primer bandeig cromosomic utilitzat; és de tipus fluorescent i es

realitza mitjancant una tinci6 amb Quinacrina. Les bandes brillants corresponen a les
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bandes fosques de la tincié de Bandes G. L’inconvenient €s que requereix la utilitzacio
d’un microscopi de fluorescéncia (Figura 3B).

Bandes R (reverse-bands): Son aquelles bandes que s’obtenen utilitzant agents que
donen als cromosomes un patr6 de bandes totalment oposat a les bandes G com per
exemple el taronja d’acridina (Figura 3C).

Cada cromosoma d’una c¢l-lula somatica presenta un patré continu de bandes. Cada
banda esta localitzada en una regié ben delimitada del cromosoma. Anomenem regid
cromosOmica a aquella area de cromosoma que esta limitada entre dos marques.
Aquestes marques poden ser també els limits del cromosoma o el centromer. El patrd
original de bandes es va descriure a la Conferéncia de Paris de 1971 basat en els patrons

observat de bandes, G, Q i R.(ISCN 2005, 2005)
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Figura 3. Ideograma de A) Bandes G, B) Bandes Q, i C) Bandes R
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Alteracions de I’estructura del DNA

Analisi citogenetic del cariotip

En DPestudi d’un cariotip s’han de tenir en compte diferents aspectes del cas que
s’estudia. El punts basics que cal tenir en compte sén: nombre de cél-lules estudiades, la
dotacio cromosomica (haploid, diploid, etc.), el sexe (cromosomes sexuals), el nombre
de cromosomes reorganitzats, els cromosomes que estan implicats, els punts de
trencament, i el nombre de cel-lules en el que s’identifiquen cadascuna de les
alteracions. La necessitat d’utilitzar un llenguatge comu per tal de descriure les
alteracions citogenctiques observades tant el mon de les neoplasies com en altres camps
de la recerca biomedica, com per exemple en el diagnostic prenatal, va fer que urgis la
necessitat d’'una nomenclatura estandard. La nomenclatura cromosdomica humana que
s’utilitza en 1’actualitat esta basada en els resultats de diferents conferéncies
internacionals (Denver 1960, London 1963, Chicago 1966, Paris 1971, Paris 1975,
Estocolm 1977, Paris 1980, Menphis 1994 1 Vancouver, 2004). L’objectiu d’aquest
projecte fou unificar la nomenclatura utilitzada en la descripci6 de les alteracions
cromosOmiques mitjangant la utilitzacié d’un manual de nomenclatura comt que fos
periodicament revisat i actualitzat. Aquest manual rep el nom de An Internacional
System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) i la darrera edicio ¢és del

2005.(ISCN 2005, 2005)

Tipus d’alteracions del DNA

Translocacions:

Definim translocacié com tot canvi estructural que implica dos 0 més cromosomes i que
té com a conseqiiencia la formacié d’un o més cromosomes reorganitzats amb el
material dels cromosomes originals implicats. S’originen quan es produeixen dos punts
de trencament en dos cromosomes diferents 1 una mala reparacid. Produeixen proteines
desregulades 1 sobre-expressades o bé proteines hibrides, també anomenades de fusid o
quimeériques. Existeixen dos tipus de translocacions, les translocacions equilibrades,
que son aquelles que no impliquen ni pérdua ni guany de material cromosomic i les
translocacions desequilibrades que si que impliquen pérdua o guany de material. Cada
cop existeixen més evidéncies que demostren que les reorganitzacions cromosomiques
al nucli cel-lular no so6n a I’atzar. S’ha observat en c¢l-lules de mamifers i aus que en

nucli interfasic els cromosomes es col-loquen en posicions concretes en funcié de la
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densitat génica o de la mida, i que aquesta proximitat fisica facilita les translocacions
cromosomiques afavorint els intercanvis entre cromosomes propers.(Sachs et al., 1997)

Guanys i amplificacions

Anomenem guany o amplificaci6é al fenomen que implica un augment de la dosi genica.
Pot també ser causat per diferents factors, per una mala segregacié dels cromosomes
durant la mitosi donant lloc a trisomies o polisomies més extenses o bé, per una mala
replicacid del DNA donant lloc a més d’una copia d’una regié cromosomica i produint
generalment, com a conseqiiéncia, la sobre-expressio dels gens amplificats. Anomenem
guany quan la dosi geénica s’incrementa en una sola copia mentre que parlem
d’amplificacié quan el nombre de copies és major o igual a 2. A vegades existeixen
tantes copies de la regié amplificada que aquestes poden formar els seus propis
pseudocromosomes petits, anomenats dobles diminuts (DMIN) (Figura 4A). També en
les tincions cromosomiques podem observar regions de tincid6 homogenia (HSR) que
son considerades indicadors citogenétics d’amplificacio (Figura 4B). En cancer els
guanys/amplificacions de material genomic poden estar associats a guanys de dosi

genica de gens involucrats en proliferaci6 els quals son anomenats proto-oncogens.
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Figura 4. Indicadors d’amplificacio en estudis citogenétics A) Dobles diminuts B)

Homogeneous staining region.

Delecions

Anomenem delecidé a tota perdua de material cromosomic. Es poden donar com a
conseqiiencia de la formacié d’un o dos punts de trencament i una mala reparacio, o bé
per un fenomen de no-disjuncié mitotica®. Hi ha diferents tipus de delecions, per una
banda la pérdua d’un o dels dos cromosomes (monosomia o nulosomia,

respectivament), delecions terminals, intersticials, o bé microdelecions que son també
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anomenades de manera comu mutacions. En I’estudi de les neoplasies I’efecte més

comu d’aquestes delecions és la pérdua d’un o més gens supressors de tumors (TSG).

Polimorfisme de Canvi de Nucleotid (SNP)

El Polimorfisme de Canvi de Nucleotid (SNP) es va descriure per primer cop a mitjans
dels anys 80, quan mitjancant la utilitzaci6 d’enzims de restriccid es van descobrir
variacions en la mida dels fragments del DNA fragmentat.(Botstein et al., 1980)
Definim un SNP com una variacié de la seqiiéncia de DNA que es dona quan un Unic
nucleotid €s diferent entre els membres d’una espécie. Per exemple, el mateix fragment
de DNA seqilienciat en diferents individus presenta les seqiiencies AAGCCTA i
AAGCTTA. Si aquest canvi presenta una freqiiencia en la poblacié6 més gran d’un 1%
es diu que existeixen dos al-lels: C i T. La majoria dels SNPs presenten només dos
al-lels. Les variacions en les seqiiéncies de DNA huma poden tenir un paper en el

desenvolupament de malalties, resposta a patogens, productes quimics, drogues, etc.

Mutacions

Anomenem mutacié al fenomen pel qual es produeix una alteraci6é del material genétic,
és a dir, de I’estructura del DNA de la cél-lula. Existeixen diferents classes de
mutacions; per una banda existeixen les substitucions de bases, les quals es donen en
regions de DNA codificants o no codificants. Aquestes poden ser de dos tipus, les
mutacions sindnimes, quan no es déona un canvi d’aminoacid, o bé no sinonimes quan si
que es dona un canvi aminoacidic. Aquest canvi aminoacidic pot ser conservatiu, quan
el nou aminoacid presenta propietats similars o bé no conservatiu quan 1’aminoacid
nou presenta propietats diferents.

Per altra banda existeixen les mutacions que donen lloc un canvi en el nombre total de
bases, que poden ser causades per una inserci6 de material, una delecié o una duplicacid
d’una sola base, d’un triplet o de moltes bases.

Finalment, existeixen les mutacions en el DNA no codificant que son aquelles que
tenen lloc en els llocs de splicing” o a les regions reguladores.

Les mutacions o canvis de la seqliencia de nucleotids d’un gen, acompanyades de la
delecié o inactivacié de I’altra copia son un fenomen molt freqiient d’inactivacio de

TSGs en molts tipus de neoplasies.
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Pérdua d’Heterozigositat (LOH) i Disomia Uniparental (UPD)

La Pérdua d’Heterozigositat (LOH) implica la pérdua d’una de les contribucions
paternes de part del genoma. Aquesta perdua pot ser deguda a la delecidé d’una de les
copies, o bé, al fenomen de Disomia Uniparental (UPD) en el qual la informacid
genética d’una determinada regié cromosomica o gen prové només d’un dels dos
progenitors (Figura 5). La preséncia de regions amb UPD ve determinada per un
fenomen de no-disjuncid mitotica en el qual els cromosomes es segreguen de manera
erronia durant la mitosi, o bé, a un fenomen de recombinacio mitotica®. Aquest fenomen
esta molt estudiat en cancer donat que pot suposar un mecanisme alternatiu a la delecio

en la inactivacid de TSGs.
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Figura 5. Esquema dels errors en la mitosi que produeixen el fenomen de UPD
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Cicle Cel-lular

Anomenem cicle cel-lular al procés fisiologic en el qual la cel-lula es divideix en dos,
permetent la regeneracid del teixit, de 1’0rgan i1 de 1’organisme del qual forma part.
Aquest procés esta dividit en una seérie de fases que es donen de manera ordenada. Les
dues fases més importants son la fase S (sintesi) en la qual té lloc la replicacio del
material genétic, passant de 2N a 4N, i la fase M (mitosi) en la que tindra lloc la divisio
cel-lular. Es en aquest punt quan els microtiibuls citoplasmatics es reorganitzen i formen
el fus mitotic, en els quals els cromosomes condensats s’uniran a ’anomenada placa
metafisica’ (metafase). Un cop ordenats, els cromosomes es segregaran (anafase) de
manera que cadascun dels dos nous nuclis tindra una copia de cadascun dels

cromosomes.(Heichman & Roberts, 1994)
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Control del cicle cel-lular

Tot el cicle cel-lular esta sotmes a un estricte control necessari perqué cada fase es doni
en el moment precis, de manera seqiiencial. S’han descrit dos tipus de control de la
maquinaria que regula aquest cicle; per una banda existeixen els anomenats punts de
control o checkpoints'® que controlen ’acabament de les diferents fases i poden
retardar, en cas que sigui necessari, la progressié del cicle cap al segiient estadi. Per
I’altra existeix el control I’exercit per una cascada de fosforilacions de proteines que fa

que s’avanci a través de les diferents fases.(Collins et al., 1997)

Punts de control o checkpoints

Els punts de control tenen una funcid6 més aviat de supervisio, detectant els errors en
punts critics del cicle cel-lular, ja sigui controlant la mida de les c¢l-lules, la replicacid
del DNA o la segregacio dels cromosomes. El punt de control de la restriccio, que es
troba en la fase G1 tardana, comprova que la cél-lula hagi generat la massa necessaria
per a seguir endavant i comengar la sintesi de DNA. La superacié del punt de control de
restriccio porta a la cél-lula a avangar al llarg del cicle cel-lular convertint-se en un punt
clau de I’accio dels sistemes de control de proliferacié cel-lular.(Sherr, 1996)

En finalitzar la fase G2 existeix un altre punt de control G2-M, en el qual la c¢l-lula
comprova que les condicions son adequades per dividir-se, és a dir, que s’ha duplicat la
seva massa 1 que s’ha completat la replicacié del DNA; a partir d’aquest punt la cél-lula
pot entrar en mitosi. A la fase M també existeix un punt de control M que assegura una
correcta organitzacio 1 desorganitzacio del fus mitotic.

El punts de control de dany al DNA es troben a tres fases del cicle diferents: a la
transicio G1/S, al control de la progressio a través de la fase S i a la transicio G2/M.
Aquests punts de control asseguren que una ce¢l-lula que presenta dany al DNA no

progressi a través del cicle.(Paulovich et al., 1997)

Complexos CDK-ciclines i el control del cicle cel-lular

En la progressié del cicle cel-lular també intervé un segon tipus de control a on hi
participen un grup de serina/treonina quinases conegudes com a quinases dependents de
ciclines (CDK) que es troben regulades per una subunitat reguladora anomenada ciclina
i s’expressen en determinats moments al llarg del cicle (Figura 6). Les CDK so6n unes
proteines que es caracteritzen per ser inactives en la seva forma monomérica,

necessitant la uni6 a una ciclina per ser actives. En eucariotes s’han descrit vuit CDKs
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tot i que només CDK1 (Cdc2), CDK2, CDK4 i CDK6 sén necessaries per a la regulacio
del cicle. Totes les CDK so6n serina/treonina quinases amb un pes molecular
d’aproximadament 30-40 kDaltons (kDa)'' i una homologia d’un 50% entre elles.
Presenten una serie de dominis tipics de les quinases amb una regié altament
conservada al domini IIT anomenada PSTAIRE'?, que permet que es produeixi la uni6
amb la ciclina corresponent i un residu de treonina (Thr-161 a cdc2 1 Thr-160 a CDK2)
al domini VIII. Aquest residu de treonina quan es fosforila activa I’activitat quinasa de
la proteina. Aquests dos dominis s6n molt importants per a la regulacié d’aquestes
CDKs.(Pines, 1996)

Les ciclines son subunitats activadores que s’uneixen a diferents CDKs en diferents
moments del cicle cel-lular, es caracteritzen per una expressié no constant, sin6 ciclica
al llarg del cicle cel-lular. L activitat de cada CDK és dependent del patré d’expressio
de cada ciclina. Tots els membres que formen part de la familia de les ciclines presenten
una regié molt similar d’uns 100 aminoacids, anomenada cyclin box", que és la que
esta implicada a la uni6 amb les CDKs.(Hunter & Pines, 1994)

En el control del cicle cel-lular les ciclines es descriuen segons la fase en que actuen, de
manera que les ciclines E 1 D (D1, D2 i D3) sén les anomenades ciclines de fase G1,
tenen una vida mitjana curta i els seus nivells es regulen per transcripcid, mentre que les
ciclines A 1 B sén les anomenades ciclines mitotiques sent estables durant la interfase
perd degradades de forma rapida i especifica durant la mitosi.

La progressi6 a través del cicle ve mitjancada per una activacid/inactivacio dels
complexos que formen les ciclines i les CDKs. Aquests complexos tenen un paper molt
important en el control de la diferenciacio, senescéncia, o quiescéncia de les cel-lules.
Quan les cel-lules surten de GO com a conseqiiencia dels estimuls mitogenics, s’indueix
la Ciclina D (CCND1, CCND2 i CCND3) i la seva uni6 a CDKs (CDK4 i CDK6), sent
la transicié G1/S on es dona el seu punt més alt d’activitat catalitica. Aquests complexos
poden fosforilar alguns substrats que son necessaris per a sortir de la fase G1, com per
exemple la proteina del retinoblastoma (RB1) entre d’altres, la qual controla alguns
factors de transcripcio, com per exemple, E2F. Fins que no es produeix una fosforilacio
de RBI1 no s’allibera E2F i no exerceix la seva funcio6 sobre gens de fase S.

A les cel-lules que es troben en un estat de proliferacid, I’expressio de Ciclina E
(CCNE), la qual s’uneix formant complex amb CDK2, és peridodica i maxima a la
transicio G1-S. Aquest complex apart de contribuir també a la fosforilacio de RB1

també exerceix un paper en la replicacido del DNA un cop superat el punt de restriccio.
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Al mateix temps, la CCNE tamb¢ és regulada per E2F, facilitant la fosforilacio de RB1 i
en conseqiiencia D’alliberament d’E2F donant-se per tant un fenomen de
retroalimentacio positiva. Un cop la cel-lula entra en fase S es produeix una progressiva
degradacio de CCNE i en conseqii¢ncia una disminuci6 de la seva activitat d’E2F.

Per altra banda la Ciclina A (CCNA) en uni6 en complex a CDK2, presenta un paper
molt important tant en la transicio G1/S, com en la replicacié del DNA. Sembla ser ,que
juntament amb el complex CCNE/CDK2, el complex CCNA/CDK2 important per als
origens de replicacio on la seva fosforilacié promou la sintesi de DNA. Per altra banda
aquest complex també presenta un paper important per a I’entrada en mitosi de la
cel-lula.

Finalment, el comencament de la fase M es regulat per un conjunt de cascades de
quinases 1 fosfatases que regulen I’activitat de les CDKs. Cdc2 forma complexos amb
CCNA i1 CCNB. Aquests complexos mantenen a RB en un estat hiperfosforilat fins que
les cel-lules no completin la mitosi i tornin a G1/GO.

Pel correcte funcionament del cicle cel-lular s’han de controlar aquests complexos de
manera estricta. Els mecanismes que controlen aquests complexos regulen el control en
la taxa de sintesi 1 degradaci6 de les diferents subunitats dels complexos, la uni6 de les
dos subunitats, les fosforilacions activadores i desactivadores de les CDKs, entre

d’altres.

Final de la transcripcié
Inici de la replicacio

Figura 6. Mecanisme de control de cicle cel-lular mitjangant complexos Ciclina-CDK.
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Cancer

Alteracions genetiques i cancer

El cancer engloba un grup de malalties caracteritzades per un creixement excessiu i
descontrolat de les cel-lules que envaeixen i danyen teixits 1 organs podent provocar la
mort de I’individu. Esta basat en dos processos successius, un fenomen augment de la
proliferacié d’un conjunt de cel-lules, anomenat neoplasia, i la posterior adquisicio per
part d’aquest grup de cél-lules de capacitat invasiva, permetent que escapin del seu lloc
natural i1 colonitzin i proliferin en altres teixits. Per tant, la connexi6 entre cicle cel-lular
1 cancer és Obvia, donat que la maquinaria cel-lular és 1’encarregada de controlar la
proliferaci6 cel-lular, i en conseqiiéncia, qualsevol alteracié que es produeixi en algun
dels punts de control pot desencadenar una proliferacié descontrolada del conjunt
cel-lular.

Les alteracions d’un tumor es poden subdividir en alteracions primaries i en alteracions
secundaries. Anomenem alteracions primaries aquells canvis que es produeixen
inicialment a la cél-lula neoplasica i que sén sovint uniques i especifiques del tipus
tumoral; tractant-se, en gran part dels casos, de translocacions. D’altra banda, els tumors
presenten unes alteracions addicionals a les primaries que reben el nom d’alteracions
secundaries. Les alteracions secundaries s’associen generalment a la progressio clinica
del tumor i en estadis avangats de la malaltia poden ser molt nombroses. Malgrat no ser
tant especifiques de tumor com les primaries, no es donen a I’atzar i acostumen a ser
guanys, amplificacions o pérdues de material cromosomic, o bé mutacions.

Els gens involucrats en tots dos tipus d’alteracions presenten un paper decisiu en la
formaci6 del tumor, en capacitat invasiva del teixit sa d’aquest i en la seva progressio i
acostumen a ser gens acostumen a ser oncogens, TSGs o gens implicats en la reparacid

del DNA .

Oncogens, gens supressors de tumors (TSG) i gens de reparacio del DNA

Oncogens

Dins del conjunt de gens que configuren el genoma, els oncogens son aquells gens
modificats que augmenten la malignitat de la cél-lula tumoral. Normalment, els

oncogens estan implicats en estadis primerencs del procés tumoral, augmentant les
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possibilitats de que la cél-lula normal es torni tumoral. Els oncogens sén versions
mutades dels anomenats proto-oncogens. Definim proto-oncogen com aquell gen que
pot esdevenir un oncogen després d’una mutacié o d’un augment d’expressio. Els proto-
oncogens codifiquen per a proteines que ajuden a regular el creixement cel-lular i la
diferenciacié i1 estan sovint involucrats en processos de transduccid de senyals i
execucidé de senyals mitogenics. Les funcions més freqiients son: receptors tirosina
quinases citoplasmics, factors de transcripcid etc. Després de [’activacid, el proto-
oncogen esdevé oncogen. Existeixen diferents mecanismes per 1’activacio dels proto-
oncogens com les mutacions, les amplificacions i les translocacions. Alguns exemples
son:

BCL-2: Es un gen localitzat a 18921 que es va detectar per primer cop en Limfoma
Fol-licular de cel-lula B. La seva funcidé és bloquejar la mort cel-lular d’algunes
cel-lules, com per exemple, els limfocits. BCL-2 resulta sobre-expressat com a resultat
de la translocacid t(14;18) que juxtaposa el locus IGH amb el gen, causant una major
supervivencia dels limfocits B. La sobre-expressié de BCL-2 esta associada a un mal
pronostic en diferents cancers.

BCL-6: BCL-6 esta localitzat a 3q27 i codifica per un repressor de la transcripcid
especific de seqiiencia. Esta freqiientment translocat i hipermutat en Limfoma Difus de
Cel-lules Grans i sembla tenir un paper en la patogeénesi d’aquest tumor.

MYC: El gen MYC ¢és I’homoleg cel-lular del retrovirus aviar en vertebrats (v-MYC). Es
troba localitzat al cromosoma 8 (8q24). Causa immortalitzacié cel-lular, pot induir
apoptosi 1 funciona com a factor de transcripcié que regula la transcripcié de dianes
especifiques. En estat normal s’expressa en cel-lules que proliferen, accelerant el cicle
cel-lular escurgant la fase GIl. Mutacions, sobre-expressid, reorganitzacions i
translocacions d’aquest gen estan associades a una gran varietat de tumors
hematopoictics, entre els quals es troba el Limfoma de Burkitt .

Gens supressors de tumors i gens de reparacio del DNA

A banda dels oncogens existeixen altres tipus de gens la mutacio dels quals pot causar
I’aparici6 de cancer, son els anomenats TSGs i els gens de la maquinaria de reparaciod
del DNA. Els TSGs son gens que redueixen la probabilitat que una cel-lula es
transformi en cancerigena. Els TSGs treballen inhibint la proliferacio cel-lular excessiva
per tant la perdua de funcionalitat d’un TSG mitjangant mutaci6 o delecié augmenta la

probabilitat que es produeixi un tumor. D’aquesta manera, un gen supressor tumoral
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alterat es pot considerar similar a un oncogen. Alguns exemples de TSGs son: TP53,

P16"™“Y/ARF i RB1.

TP53: Es un gen localitzat al cromosoma 17 (17p13). Codifica per una fosfoproteina
nuclear que actua com a factor de transcripcié sobre diferents gens que son TP53
depenents a I’hora de realitzar les seves funcions. Actualment es considera que la
proteina codificada per TP53 juga un paper essencial en la regulacidé dels punts de
control del manteniment de la integritat del genoma, bloquejant el cicle cel-lular
(especificament de la transicié de GO a G1) i activant I’apoptosi, de tal manera que evita
I’acumulacié de mutacions potencialment oncogeniques i la inestabilitat genomica.
S’han descrit diferents gens modulats per I’accié de TP53, alguns son gens implicats en
el bloqueig cel-lular com per exemple P21 o GADD45a i d’altres estan implicats en vies
d’apoptosi com BAX. Els seus nivells d’expressidé son molt baixos i té un temps de vida
curt en cel-lules normals perd s’ha demostrat que en situacions d’estrés TP53 es pot
activar, augmentant de manera considerable els seus nivells, segurament degut a un
augment del ritme de traduccié del mRNA.(Chowdary et al., 1994) Les inactivacions de
TP53 tenen un efecte important en 1’aparicid de cancers trobant-se en un 50% dels
tumors humans, donat que impliquen un increment de la capacitat de proliferacié, una
disminucié de 1’apoptosi, un augment de la inestabilitat genética i la potenciacid de

L4
I’angiogenesi .

P16™“/ARF: Aquest gen esta localitzat al cromosoma 9, concretament a 9p21. El seu
producte té capacitat d’unir-se a CDK4 i1 CDK®6, inhibint la seva activitat i en
conseqiiencia la progressid6 de G1/S. El complexos CCND/CDK4, CDK6 son els
encarregats d’inactivar per fosforilacio6 a RBI1, el qual és I’encarregat de reprimir
P16™* per tant, es dona un procés de retroalimentacid en el qual els complexos
CCND/CDKA4,6 so6n inhibits un cop RB1 s’ha inactivat per fosforilacio. Per altra banda,
la variant alternativa de splicing, ARF, és un gen que té un paper estabilitzador del TSG
TP53 1 pot interactuar i segrestar MDM2 que és una proteina responsable de la
degradacio de TP53. P16"™8/ARF gen esta inactivat mitjangant mutacions, delecions i
hipermetilaci6 en un gran nombre de tumors humans i1 es considera un TSG molt
important donat que la pérdua del locus P16"™8/ARF implica la inactivacio de dues vies

pl6-CDK4,6-RB i ARF-MDM2-TP53 de manera simultania.
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RB1: El gen del retinoblastoma es troba al locus 13q14. Codifica per una proteina que
intervé en la fase G1 tardana, prevenint la inapropiada entrada en fase S. Aquesta forma
part d’una familia de proteines anomenades pocket-protein®®, que inclou també les
proteines P107 i P130. Aquestes tres proteines presenten una gran homologia estructural
1 poden interactuar amb factors de transcripcié de la familia E2F fent efecte en els
nivells de proliferacio.

La importancia de la regulaci6 de RB1 sobre E2F radica en el fet que una gran part de
promotors que controlen gens implicats en la proliferacid cel-lular, com son els proto-
oncogens (MYC,C-MYB, CCNA, CCNE i CCND1,CDC2), i gens involucrats en la
replicacio, etc. presenten seqiiéncies d’unid per aquest factor de transcripcid. El segrest
de E2F implicaria la no activacié de la transcripcid de tot aquest conjunt de gens
necessaris per a la progressio al llarg del cicle cel-lular. La perdua del gen o 1’alteracio
funcional de la proteina és molt freqiient en una gran varietat de tumors, suggerint que

RB1 pot tenir un paper molt important en la regulacié de la proliferaci6 cel-lular.

El reconeixement i reparacié del dany al DNA és un procés complex que implica un
gran nombre de proteines. L’elevat nombre d’alteracions cromosomiques i de cariotips
complexos detectat en gran part dels tumors humans suggereix que aquests presenten
algun tipus d’alteracio de les vies de resposta al dany 1 per tant 1’alteracio d’aquests
mecanismes de reparacid pot constituir un important mecanisme patogenctic en la

formacié de tumors. Alguns exemples de gens implicats en aquestes vies son:

ATM: El gen ATM codifica per a un fosfoproteina quinasa que pertany a la superfamilia
Fosfatidilinositol 3-quinasa (PIK3) i esta localitzat a 11q22.3. Es regulador mitjangant
fosforilaci6, d’un gran nombre de proteines, incloent proteines supressores de tumors
com TP53 i BRCAI, quinases de control com CHK2, proteines de control com RAD17
1 RAD?Y, i proteines de reparaci6 com NBS1. ATM esta estretament relacionada amb
una altra quinasa anomenada ATR 1 totes dues estan considerades les principals
controladores de les vies de control del cicle cel-lular necessaries per a 1’estabilitat del
genoma 1 la resposta al dany del DNA, com per exemple, detectant els trencaments de
doble cadena (DSB). Les mutacions d’aquest gen estan relacionades amb un desordre
autosomic recessiu anomenat Ataxia Telangiectasia (AT); les cél-lules AT presenten
inestabilitat cromosomica i defectes en la resposta a radiacio. Les mutacions i delecions

del gen ATM també s’han trobat en diferents neoplasies sobretot limfoides.
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ATR: ATR esta localitzat a la banda cromosomica 3q23. La proteina codificada pel gen
ATR ¢és també una quinasa de la familia de PIK3/PIK4. Presenta similituds amb la
proteina RAD3 de Schizosaccharomyces pombe®, la qual realitza el control de cicle
cel-lular necessari per a I’aturada del cicle cel-lular i per a la reparaci6 del DNA en
resposta a dany. Aquesta quinasa fosforila CHK1, les proteines de control RAD17, i
RADO, i proteines supressores de tumors com BRCAI1. Les mutacions d’aquest gen
estan associades a la Sindrome de Seckel.

BRCA1: Aquest gen codifica per una fosfoproteina nuclear que juga un paper important
en el manteniment de ’estabilitat genomica i actua com a TSG. La proteina que codifica
forma part d’un complex d’uni6 amb altres TSGs, sensors de dany a DNA etc.
anomenat BASC. Aquesta proteina juga un paper important en la transcripcid, la
reparacio dels trencaments de doble cadena i la recombinaci6. Mutacions d’aquest gen
son les causants del 40% dels cancers de mama hereditaris 1 de més d’un 80% dels
cancers de mama i ovari hereditaris.

CHK1/CHK2: Els gens CHK1 i CHK2 estan localitzats a les regions cromosomiques
11q24.2 i 22q12.1 respectivament. Sén dos quinases que actuen downstream'” d’ATM i
que eviten la progressio del cicle cel-lular en resposta a 1’activacio d’ATM 1 ATR en
una situacio de dany al DNA. CHKI1 activada per fosforilacié actua regulant diferents
substractes com per exemple TP53 1 CDC25 promovent el segrest del cicle a G1/S 1
G2/M. S’han descrit mutacions de CHK1 en alguns carcinomes d’endometri, colorectals
1 d’estdmac. Per altra banda, CHK2 fou considerat un nou gen supressor de tumors en
identificar-se mutacions germinals en una séries de families amb la Sindrome de Li-
Fraumeni. Malgrat tot, només s’han pogut identificar de forma ocasional mutacions
somatiques en tumors esporadics.

FANCC: Aquest gen esta localitzat a a 9922.3 i codifica per una proteina que retrassa
I’aparicié de 1’apoptosi i promou la recombinaci6 homodloga com a mecanisme de
reparacié del dany al DNA. Les mutacions d’aquest gen estan associades a I’anemia de
Fanconi, una sindrome de fragilitat cromosomica, caracterizat por presentar
malformacions congenites, insuficiéncia medul-lar progressiva i1 predisposicid a

desenvolupament de leucémies i tumors solids.

Inestabilitat genetica

Definim inestabilitat com la taxa de canvis geneétics que es produeix en un periode de

temps, malgrat tot, sovint es simplifica com la mesura de la inestabilitat el nivell
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d’alteracions genétiques que es troba a les cél-lules en un moment determinat.
(Gisselsson, 2003) Es possible diferenciar entre dos tipus d’inestabilitat, la inestabilitat

de microsatel-lits 1 la inestabilitat cromosOmica.

Inestabilitat cromosomica

El fenomen de la inestabilitat cromosomica és una caracteristica comu de les neoplasies
malignes i1 implica una adquisicié d’anomalies cromosomiques, tant de tipus numeric
(també variacions de la ploidia) com estructural, i esta influenciat per la naturalesa del
tumor. Alguns tumors desenvolupen mecanismes que promouen l’aparicio de molts
reordenaments entre cromosomes, mentre que d’altres desenvolupen mecanismes que
confereixen pocs canvis cromosomics, de manera que el resultat son diferents taxes
d’evoluci6 cromosomica. Per tal d’obtenir aquesta visid global de la inestabilitat
genomica 1 de la complexitat cromosomica €s necessaria la combinacid de diferents
eines citogenctiques que detectin totes les alteracions, tant les numeériques com les
estructurals.

Existeixen diferents maneres de valorar la inestabilitat genética; per una banda es pot
mesurar el grau d’heterogeneitat genética que s’ha donat en una poblacié cel-lular
després de X generacions, malgrat que d’aquesta manera no es detecten els canvis que
son negatius, sind simplement aquells que son seleccionats favorablement.

Altres estudis opten per I’estudi de la variabilitat en el nombre modal *

que
consisteix en calcular el percentatge de cel-lules que presenten un nombre de
cromosomes diferent al nombre modal, o per la quantificaci6 dels canvis cromosomics
inestables, ¢s a dir, aquells que es veuen Gnicament en una metafase mitjangant 1’estudi
de la variabilitat d’alteracions estructurals no-clonals, calculant el nombre

d’alteracions estructurals no-clonals' per cél-lula estudiada.(Camps et al., 2004)

Inestabilitat de microsatél-lits

La inestabilitat de microsatél-lits®® és un fenomen minoritari descrit en cancer de Colon
minoritari sense poliposi.(Bhattacharyya et al., 1994) Esta causada per la inactivacio
d’alguns dels components de la maquinaria de la reparaci6. La falta de reparacié dona
lloc a una acumulacié de canvis nucleotidics que es localitzen en les regions repetitives
o de microsatel-lits. Aquesta inestabilitat a nivell de la seqiiéncia de DNA pot provocar

que es produeixin mutacions en gens implicats en el procés tumoral. Les neoplasies que
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presenten aquest fenomen acostumen a no presentar gran nombre de reorganitzacions

cromosomiques i/o alteracions numeriques.

Mecanismes generadors d’inestabilitat

La variabilitat en el tipus d’alteracions genctiques que s’acumulen durant el procés
tumoral suggereix D’existéncia de diversos mecanismes que provoquen I’aparicid
d’aquestes. Alguns dels mecanismes poden ser trencaments de doble cadena en punts

fragils del cromosoma o bé un escurgament de les seqiiencies que formen els telomers.

Punts fragils

Existeixen diferents mecanismes que poden donar lloc a trencaments de doble cadena;
els més importants son: una aturada a la forca de replicacid, la formacid6 d’un
trencament de doble cadena a partir d’'un de cadena simple o bé un trencament de les
cromatides durant la separacié anafasica.(Freudenreich, 2007) Els punts fragils comuns
(CFS) son regions que exhibeixen una freqiiéncia elevada de trencaments, tincio debil i
constriccions quan els cromosomes son exposats a agents que inhibeixen una inhibicid
parcialment de la replicaci6 del DNA. Son signes d’inestabilitat genomica que es troben
en tots els individus i que sén hot spots® per reorganitzacions de material i delecions.
Aquests punts cromosomics es trenquen induits per agents clastogeénics (Afidicolina,
folat, timidilat, 5-azacitidina i bromo-deoxiuridina, etc.) tot i que 1’hipoxia també pot
causar aquest tipus de trencaments. Els CFS més freqlients son FRAD2G (2q31),
FRA3B (3p14.2), FRAGE (6q26), FRA7H (7q32.3), FRA16D (16q23.2) i FRAXB
(Xp22.3), mentre que resta de CFS tenen una freqiiéncia menor (Figura 7).(Smith et al.,
2007;Durkin & Glover, 2007)

L’interes cientific dels CFS es troba en el fet que aquests punts fragils correlacionen de
manera significativa amb els punts de trencament que donen lloc a translocacions o
llocs on es dona delecions de material en moltes neoplasies. De la mateixa manera,
molts oncogens estan situats propers a punts fragils i la mida de les amplificacions esta

correlacionada amb la distancia entre dos punts fragils.(Durkin & Glover, 2007)
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Figura 7. Localitzacio dels punts fragils més comuns (FRA) i d’altres de menys

freqiiéncia.

Escurcament de les sequiencies telomérigues

Un altre mecanisme d’induccio de la inestabilitat és ’escurgament de les seqiiéncies

telomériques dels cromosomes. A cada cicle cel-lular les cel-lules perden petits

fragments de la seqiiéncia que configura el telomer. Quan aquesta seqiiéncia és massa

curta no es poden unir les proteines encarregades de la proteccio de la cadena de DNA,

es produeix una desestabilitzacié del cromosoma i es promouen associacions amb algun

extrem lliure proper ja sigui d’un altre cromosoma com de la cromatida germana. Aixo

implica problemes durant ’anafase que poden acabar generant trencaments de doble

cadena o bé un citocinesi fallida que podria donar lloc a c¢l-lules tetraploides.
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Tecniques citogenéetiques i moleculars

Citogenetica Convencional (CC)

Com s’ha introduit a I’apartat El cromosoma i el cariotip huma d’aquesta tesi, La CC

€s una técnica citogenética d’is molt estés que consisteix en la tincio de metafases (amb
colorant Giemsa) obtingudes a partir d’extensions cromosomiques de cél-lules en cultiu
que permetent distingir els cromosomes mitjangant un bandejat diferencial (patr6 de
bandes G) que divideix els cromosomes en unes 400 bandes. Les regions i bandes son
numerades de manera consecutiva des del centromer fins a cadascun dels dos extrems
dels bragos. La CC presenta 1’avantatge de poder confirmar el diagnostic realitzant un
seguiment de la malaltia residual si en el moment del diagnostic s’ha detectat un
marcador citogenetic determinat. En el cas de les leucémies i els limfomes s’estudien les
cel-lules dels teixits implicats, normalment aspirats de moll d’6s, 1 extraccions de sang
periférica i en el cas dels limfomes el gangli limfatic. Tant els limfomes com les
leucémies presenten poca eficacia en el cultiu quan tenen un index de proliferacio baix,
a més a més els limfocits B tenen una resposta als mitogens relativament baixa, €és per
aix0 que de forma ordinaria s’afegeix algun agent mitogen® (TPA, TNF, IL2, PK, entre
d’altres), que estimula el creixement de les cel-lules tumorals i en conseqiiéncia ajuda a
detectar amb major freqliéncia els cariotips anomals. En ’actualitat el mitogen més

especific de limfocits B és 1’acetat de Miristat de Tetraforbol (TPA).

Hibridacio in situ fluorescent (FISH)

La técnica de FISH permet la deteccid o localitzacio de seqiiéncies especifiques de
DNA sobre cromosomes metafasics i nuclis interfasics utilitzant sondes especifiques
marcades amb un fluorocrom especific. Existeixen diferents tipus de sondes:
Sondes centromeriques: Hibriden especificament amb el centromer de cada
cromosoma. S’utilitzen en la deteccido d’alteracions numeériques: monosomies 1
trisomies.

Sondes locus especifiques: Sén utilitzades en la deteccidé d’un locus especific en el
conjunt cromosomic d’una metafase per tal de poder determinar si s’ha produit algun
tipus d’anomalia numeérica o estructural que inclogui aquest locus.

Sondes de pintat cromosomic: Soén sondes que permeten el marcatge de tot un

cromosoma sencer amb un fluorocrom. S’utilitzen per elucidar anomalies estructurals
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que donen lloc a cromosomes marcadors de dificil identificacid. Aquestes sondes no
s’utilitzen sobre nuclis interfasics.

Sondes de fusio especifiques de translocacid: permetent detectar la preséncia o no
d’una translocaci6 mitjangcant la deteccid de la senyal de fusi6 superposant els
marcatges fluorescents dels dos partners> implicats.

Darrerament, la utilitzacié de la técnica de FISH, també ha permés avancar en la recerca
de la inestabilitat genomica mitjangant la utilitzaciéo de sondes de FISH de marcatge
telomeric que permeten valorar la longitud telomeérica dels cromosomes de la cel-lula
neoplasica. Aquestes sondes telomériques estan constituides per seqiiéncies
complementaries a les seqiiencies de DNA altament conservades que es repeteixen en
tandem (TTAGGG) 1 que constitueixen els telomers. Aquestes sondes permeten detectar

la preséncia o abséncia de telomers aixi com quantificar-los.

Multicolor FISH (M-FISH)/Spectral Karyotyping (SKY)

La introduccié en els darrers anys de la técnica de M-FISH/SKY ha suposat un gran
canvi en el mon de la citogenctica. Aquesta técnica, basada en la identificacidé de 24
sondes de FISH hibridades simultaniament, permet detectar canvis numeérics i
estructurals sobre extensions metafasiques de cultius cel-lulars.(Schrock et al.,
1996;Speicher et al., 1996)

Es marquen els 22 cromosomes autosomics i els 2 sexuals amb diferents combinacions
de cinc sondes: una verda, dues vermelles i dues infraroges. que donen un color
caracteristic 1 un espectre d’emissié de fluorescencia que serveix per diferenciar cada
parell de cromosomes de la resta. Per tal d’obtenir 24 combinacions diferents es
realitzarien combinacions de 5 elements de tres en tres (10 combinacions), de dos en
dos (10 combinacions), i de un en un (5 combinacions), sense repeticio obtenint un total
de 25 possibles colors (C3+C,>+C;°> =25) (Figura 8). L’analisi es realitza amb un
microscopi de fluorescéncia i un programa informatic especific que realitza una
classificacido algoritmica assignant un color a cada cromosoma. Permet detectar
translocacions intercromosomiques 1 identificar cromosomes marcadors d’origen
desconegut per citogenética convencional pero té les seves limitacions en la deteccid de
microdelecions o microinsercions, inversions i també a 1’hora de definir els punts
exactes de trencament. Tampoc permet la diferenciacié del brag¢ p 1 q de cada

cromosoma.
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Figura 8. Cariotip d’un tumor huma utilitzant M-FISH

Recentment, s’ha descrit una variant del M-FISH, anomenat combinatorial binary
ratio labelling (COBRA) FISH que permet augmentar la multiplicitat del M-
FISH.(Tanke et al., 1999) En comptes d’afegir un fluorocrom més, que dificultaria la
detecci6 degut al solapament de ’efecte d’emissio6 i implicaria un augment en el temps
d’exposicido de la mostra, el métode es basa especificament en 1’Gs simultani de
marcatge combinatori i marcatge binari (també anomenat ratio labelling). Es tracta
d’introduir un marcatge binari a un marcatge inicial en el qual s’han obtingut 12 colors
mitjancant la combinaci6 de tres fluorocroms. D’aquesta manera en afegir al marcatge
inicial amb una quart fluorocrom sonda dupliquem el nombre de sondes fins a 24. Amb
un segon marcatge binari obtindriem fins a 48 combinacions. Aquest potencial
addicional ha estat aplicat en la diferenciacié dels bracos p i q dels cromosomes de
manera que la técnica de COBRA-FISH presenta un millora substancial respecte el M-
FISH i permetent detectar inversions i translocacions intracromosomiques.(Wiegant et

al., 2000)

RX-FISH

El RX-FISH o Harlequin-FISH és una técnica citogenética que permet visualitzar i
analitzar cromosomes bandejats en colors sobre extensions metafasiques de cultius
cel-lulars. La seva resolucid és baixa en comparaci6 amb les bandes G, donat que
bandeja els cromosomes en 80-90 bandes per cariotip haploid. El conjunt de sondes es

sintetitza a partir de DNA de Gib6** el qual presenta un alt grau d’homologia amb el
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DNA huma i uns cromosomes altament fragmentats (degut a les translocacions que
presenta); d’aquesta manera permet obtenir facilment 100 fragments cromosomics
diferents, els quals marquen amb tres fluorocroms diferents, generant per combinacio
set colors.(Muller et al., 1997)

La técnica de RX-FISH permet detectar translocacions intercromosomiques, inversions
intracromosomiques, visualitzar amb major precisio els punts de trencament, detectar
anomalies criptiques, aixi com diferenciar les delecions intersticials de les terminals.
Aquesta técnica és molt utilitzada a I’estudi de I’evoluci6 del cariotip huma per detectar
inversions cromosomiques donat que sembla ser que aquest fenomen és un dels

mecanismes més freqiients en processos evolutius.

Hibridacio Genomica comparada (CGH)

La CGH ¢és un métode d’analisi citogenétic-molecular que permet detectar guanys i
peérdues de regions cromosomiques. Es basa en la hibridaci6 sobre extensions
cromosomiques normals de dos DNAs marcats amb diferents fluorocroms, un de
normal 1 P’altre de tumoral (material que es vol analitzar).(Kallioniemi et al., 1993) Si
algunes regions estan guanyades o perdudes en el tumor resulten en la deteccié d’una
fluorescéncia més intensa del fluorocrom verd (en el cas de guanys en el tumor) o del
fluorocrom vermell (en el cas de pérdues en el tumor) (Figura 9). La CGH doéna una
visié global del nombre d’alteracions numeriques del tumor (tant de guany,
amplificacions, com de pérdues cromosomiques). La técnica de CGH combina les bases
de la teécnica de FISH (complementarietat entre cadenes homologues de DNA) 1 ’analisi
d’imatge quantitatiu (nivells de fluoresceéncia) amb la diferéncia que a la CGH s’hibrida
el DNA genomic tumoral amb alteracions desconegudes sobre metafases normals, a
difereéncia del FISH en el qual s’hibriden sondes de DNA marcades amb un fluorocrom
sobre metafases o nuclis interfasics tumorals. Mitjangant la utilitzacié d’un equip i d’un
software adequats es realitza una comparacié de les intensitats de la fluoresceéncia de
cadascun dels dos DNAs marcats 1 hibridats sobre els cromosomes de manera que es
detecten les alteracions del DNA tumoral en qiiestio.

S’han realitzat molts estudis per tal de determinar la mida minima d’un segment
cromosoOmic alterat detectable per CGH 1 s’ha establert que la sensibilitat de la CGH es
troba al voltant de les 3-5 Mb i d’unes 2Mb en el cas de les amplificacions d’alt nivell
que es trobin en més de 20 copies.(Bentz et al., 1998;Kirchhoff et al., 1999;Brecevic et
al., 2001)
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Els avantatges d’aquesta técnica respecte altes técniques citogenétiques €s la possibilitat
de treballar inicament amb DNA, de manera que resulta molt util en la deteccio de
guanys 1 perdues de material en casos amb malalties hematologiques o tumors solids
que presenten poca proliferacié i en els que obtenir cel-lules en divisio a vegades és
dificil. La CGH també resulta de gran utilitat en la identificacié d’amplificacions que
podrien ser dianes de oncogens potencials o bé de peérdues de material genétic que
podrien contenir TSGs. D’aquesta manera en un sol experiment obtenim una visio
global de les anomalies en tots els cromosomes del genoma huma sense tenir cel-lules
en divisié. Finalment resulta molt til per a I’analisi de casos que per CC s’observa un
cariotip complex amb canvis de ploidia o cromosomes marcadors amb material extra no
identificat.

La desavantatge principal pero de la CGH ¢és que no dona informacié de translocacions
equilibrades, inversions, i reorganitzacions cromosomiques petites donat que només
detecta aquells canvis que afecten al contingut global de DNA d’una cél-lula. Tampoc
pot determinar la ploidia dels tumors analitzats donat que en aquests casos la relaci6 de
fluoresceéncia del tumor respecte al normal no varia, per tant en els casos que es vulgui
determinar si aquests tumors son triploids, tetraploids, etc. sera necessaria la realitzacio
d’un cultiu cel-lular o en el cas de només disposar de DNA d’una analisi per citometria
de flux (FC). Tot 1 aixi la sensibilitat de la CGH pot variar molt en funci6 de la ploidia
del tumor que s’estudia, és a dir no és el mateix estudiar un tumor diploid que un tumor
tetraploid. En un cas diploid una peérdua de material significa ’abséncia de la meitat del
material original (50%) mentre que en el cas d’un tumor tetraploid que presenti una
perdua de material, aquesta perdua només significara un 25% del material que presenta.
Un altre punt a tenir en compte és la possible contaminacié del DNA tumoral amb
cel-lules normals la qual podria diluir les alteracions presents en el tumor i per tant
comportar una infravaloracié de les d’aquestes. La técnica de CGH requereix com a
minim un 25% de cél-lules tumorals a la mostra estudiada (Larsen et al., 1999) ¢és per
aixo que en alguns estudis en els que no es disposava de suficient material s’ha realitzat
microdisseccid amb una posterior amplificacié del genoma mitjancant DOP-PCR
(Daigo et al., 2001;Hirose et al., 2001) Aquest métode permet I’estudi de diferents arees
d’un mateix tumor (i fins 1 tot de cel-lules concretes) per tal d’estudiar I’heterogeneitat
intratumoral 1 també augmentar la quantitat de DNA extret en tumors inclosos en

parafina.
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Figura 9. Esquema de la técnica de CGH

Microarrays

El principi dels microarrays es fonamenta en 1’habilitat dels fragments d’acids nucleics
de cadena simple d’hibridar de manera altament especifica amb una segona cadena que
conté la seqliencia complementaria, generant d’aquesta manera molécules de doble
cadena. Els microarrays estan formats per una matriu solida sobre la qual s’ordenen
milers de fragments d’acids nucleics. La mostra (DNA, RNA o ¢cDNA) es marca
utilitzant fluorescéncia i s’hibrida sobre la superficie de 1’array.

Després d’una serie de rentats, el complex mostra-sonda, entenent com a sonda ’array
hibridat, es manté unit de manera que la quantitat de mostra hibridada sobre la sonda es
quantifica mitjangant sistemes de deteccidé fluorescent. Aquesta tecnologia permet
I’analisi simultani de milers de variables en un sol experiment de manera rapida i

eficient.

CGH array

Aquesta técnica, de la mateixa manera que la CGH metafasica, permet detectar guanys i
pérdues de material genétic, mitjangant la competéncia en la hibridacié de material
tumoral versus normal sobre impressions de BACs* que contenen seqiiéncies de DNA

en una matriu solida (portaobjectes). Es poden detectar guanys i pérdues de material

41



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Introduccid

genétic a nivell general de tot el genoma o bé de regions concretes o de gens concrets,
sempre en funcio del disseny de ’array (Figura 10).

Els avantatges que aporta aquesta técnica respecte a la CGH metafasica soén: un
augment de la resolucio, permetent detectar guanys i pérdues de regions puntuals no
detectables per CGH metafasica i I’optimitzacié de la quantitat necessaria de DNA per
cada hibridacié. Tampoc requereix cariotipatge 1 es realitza una sola captura de I’
imatge amb dos filtres, a diferéncia de les multiples captures que son necessaries en la
CGH. Una altra millora considerable respecte la técnica anterior és que permet valorar
les regions pericentromeriques i els cromosomes més petits, dificilment estudiables per
la CGH metafasica. També ens permet una millor correlacio amb les dades d’expressio,
facilitant la identificacio dels gens que poden estar implicats directament en la
patogenesi del tumor (Oncogens amplificats, i sobre-expressats i TSGs perduts i infra-

expressats).
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Figura 10. Esquema de la técnica de CGH arrays.

SNP array

El SNP array és un tipus d’array de DNA que s’utilitza per detectar polimorfismes
d’una poblacid. Un SNP es la variacié més comu en el genoma. Existeixen entre 5-10
milions de SNPs en el genoma. Els SNPs estan altament conservats en 1’evolucio i dins
la poblacio i1 s6n un excel-lent marcador genotipic. Els principis basics d’aquesta técnica

son molt similars als de CGH arrays. L’array conté seqiiéncies immobilitzades d’acids
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nucleics de cadena curta (oligonucledtids de 25 pb) i cada SNP de I’array ¢€s interrogat
per la sonda (250 ng del material en qliestio). Aquesta técnica és molt util en 1’estudi del
genoma, per exemple en la determinacid de susceptibilitat a determinades malalties 1 té
la seva aplicacid en estudis farmacogenctics mesurant [’eficiéncia de drogues
terapeutiques especifiques per a cada individu. Els SNP arrays també tenen la seva
aplicacio en estudis de LOH. La pérdua d’heterozigositat és un desequilibri de la forma
al-1elica que es pot donar per la completa perdua d’un al-lel o per un augment en el
nombre de copies d’un dels dos al-lels i perdua de ’altre. La utilitzacié d’un SNP array
d’alta densitat per detectar LOH permet la identificacio del patr6é de desequilibri al-1¢lic
amb un potencial prondstic 1 diagnostic. L us dels SNP arrays té un gran potencial en el
diagnostic del cancer donat que el fenomen de LOH és una caracteristica prominent en
molts tipus de cancer.(Mei et al., 2000)

A banda del genotipat, la intensitat de la senyal d’hibridacié proporciona informacid
sobre el nombre de copies dels segments cromosomics mitjangant la comparacié
d’aquestes intensitats amb les de pacients sans de diverses ¢etnies utilitzats com a
control. Per tal de realitzar aquest analisi existeixen eines especifiques com
Chromosome Copy Number Analysis Tool (CNAT). La resolucié en aquest analisi de

nombre de copies és troba entre 25 kb i 5 kb en funcié de la plataforma utilitzada.

Microarrays d’expressio

A banda de les alteracions genétiques, els estudis de 1’expressid genética son necessaris
per a conéixer el comportament dels gens a la cél-lula tumoral. Es per aixo que s’han
creat plataformes d’expressid en microarrays. De la mateixa manera que amb la CGH
array, en els arrays d’expressio, el material (RNA o cDNA) es marca amb fluorescéncia
o radioactivitat 1 s’hibrida sobre una matriu solida. D’aquesta manera aquest metode
permet quantificar la quantitat d’expressio ¢és a dir de RNA que existeix de cadascuna de
les regions del genoma interrogades. Aquesta tecnologia esta produint grans avengos en
la definicié de perfils d’expressid especifics associats a categories diagnostiques ja
conegudes, en el descobriment de noves entitats o tipus tumorals, en I’establiment de
nous parametres a nivell prondstic, en el reconeixement de nous mecanismes
patogenctics 1 esta possibilitant la identificacidé de noves dianes terapéutiques en relacid
a les alteracions moleculars basiques de la neoplasia.

Actualment, existeixen algunes plataformes que han seleccionat gens especifics

implicats en la patogenesi d’algun tipus de malaltia permetent d’'una manera més precisa
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congixer els nivells d’expressid d’aquests gens diana. Un exemple és la fabricacio de la
plataforma Lymphochip ¢cDNA microarrays, que va ser creada I’any 2000 per a
determinar el perfil d’expressio de neoplasies limfoides i darrerament ha estat validada
en diverses series de limfomes humans. (Alizadeh et al., 2000;Rosenwald et al.,
2003b;Dave et al., 2004;Dave et al., 2006) El Lymphochip esta compost de 18.500
clons de cDNA 1 esta enriquit en gens que estan expressats en els limfocits.(Alizadeh et

al., 2000)

PCR quantitativa

La Polimerase chain reaction PCR*® quantitativa o en temps real (RQ-PCR) es realitza
mitjancant un equip que integra una PCR convencional i un espectrofluorimetre que
determina la fluoresceéncia que es produeix en el tub d'amplificacidé en tot moment al
llarg del procés. El fluorofor esta present constantment en el mitja de la reaccio i el
senyal obtingut al final de cada cicle d'amplificacié es representa en una grafica davant
del nombre de cicles obtenint-se una corba que mostra el transcurs del procés.. La
camera ¢és multicanal, fet que permet dur a terme diverses analisis simultanies en el
mateix tub de PCR. La quantificacid s'assoleix mitjangant l'ocupacié d'una corba patrod
en la qual es representen les intensitats de fluorescéncia aconseguides davant
concentracions inicials conegudes d'un fragment idéntic que volem quantificar. La
quimica que s'utilitza en la deteccid és o la tecnologia de les sondes marcades
fluorescentment, anomenades sondes TagMan, o bé SYBR Green com a agent

intercalant.

Neoplasies limfoides

Les neoplasies limfoides son un grup de neoplasies molt heterogeni, entenent com a
neoplasia qualsevol procés que impliqui proliferacié excessiva. Aquesta diversitat és
deguda a la complexitat a nivell funcional i cel-lular de les diferents poblacions de
sistema immunitari 1 a 1’heterogeneitat dels mecanismes patogenétics que poden
originar el desenvolupament i progressio de la malaltia.

Anomenem limfoma a tota neoplasia que es dona en el sistema limfatic. La preséncia
d’un limfoma implica que les cél-lules del sistema limfatic es reprodueixin de forma
anormal i amb el temps impedeixin que 1’organisme pugui combatre les infeccions de

forma adequada.
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Classificacio dels limfomes

Els NHL estan classificats com limfomes de cél-lula B o limfomes de cel-lula T en
funcio de la linia de limfocit que inicia el procés tumoral. Els limfomes de c¢l-lula B
presenten aproximadament el 90% dels NHL mentre que els limfomes de cél-lula T es
troben només en un 10% dels casos. L’expressio dels antigens de superficie i de
immunoglobulines (Ig) depeén del tipus de limfocit i de I’estadi de diferenciacio o
maduracio. L’analisi d’aquestes proteines de superficie és molt util per determinar

I’histogenesi del tumor.(Figura 11, Taula 1).
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Figura 11. Model d’histogénesi d’alguns NHL
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Taula 1. Classificacié de les neoplasies limfoides segons la WHO (Jaffe et al., 2001)

NEOPLASIES DE CEL-LULA B PRECURSORA
Leucemia /Limfoma limfoblastic (B-LL)
NEOPLASIES DE CEL-LULA B MADURA
Leucémia limfatica cronica (B-CLL)
Leucémia prolimfocitica de cel-lula B (B-PLL)
Limfoma limfoplasmocitic (LLP)
Limfoma esplénic (SMZL) i ganglionar (NMZL) de la zona marginal
Limfoma fol-licular (FL)
Tricoleucemia (HCL)
Mieloma de cel-lula plasmatica o mieloma maltiple (MM)
Gammopatia monoclonal de significacié indeterminada (MGUS)
Plasmacitoma solitari de 1’0s
Plasmacitoma extraossi
Amilodiosi primaria
Malalties de la cadena pesada
Limfoma B de la zona marginal associat a mucosa (MALT-Lymphoma)
Limfoma difas de cél-lules grans (DLBCL)
Limfoma B primari mediastinic (PMBCL)
Limfoma de cél-lules del mantell (MCL)
Limfoma B intravascular (IVL)
Limfoma d’efusié primaria (PEL)
Limfoma Burkitt (BL)
NEOPLASIES DE CEL-LULA T PRECURSORS
Leucémia limfocitica de precursor T (T-ALL)
NEOPLASIES DE CEL-LULA T PERIFERICA 0 NK
Leucémia prolimfocitica de cél-lula T (T-PLL)
Leucemia limfocitica de cel-lules grans granulars: Tipus T (T-LGL)
Leuceémia de cel-lula NK agressiva
Leucémia de cél-lula T d’adults (ATLL)
Micosis fungoides
Sindrome de Zézary

Limfoma primari cutani anaplasic de cel-lules grans
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Papulosis limfomatoide

Limfoma extra ganglionar de cel-lula NK/T de tipus nasal
Limfoma T de tipus enteropatic

Limfoma T hepatosplenic

Limfoma T subcutani paniculitis-like

Limfoma T angioinmunoblastic

Limfoma periféric de cél-lules T, no especificat (PTCL-U)
Limfoma anaplastic de cel-lules grans (ALCL)

Limfoma NK blastic

Les neoplasies limfoides marcades en negreta son explicades de forma extensa en aquesta introducci6.

Els limfomes de cel-lules B

Els limfomes B sén un conjunt de proliferacions clonals de cél-lula B que es troben en
diferents estadis de diferenciacido (Des de cel-lules verges a cel-lules plasmatiques
madures) A nivell mundial, formen un 90% de les neoplasies limfoides i provoquen un
4% dels cancers. Es caracteritzen per expressar una serie antigens propis de les cel-lules
B (CD19, CD20, CD22 i CD79) i altres marcadors, com son les Ig de superficie que
tenen com a funcid el reconeixement de ’antigen durant la resposta immune, a
diferéncia de la cel-lula T que reconeix mitjangant una estructura especialitzada
anomenada receptor de cél-lula T (TCR)*".

Limfoma de cél-lula B precursora

Limfoma limfoblastic (B-LL)

B-LL és una neoplasia de limfoblasts tipicament composta de blasts de tipus B de mida
petita-mitjana amb afectacio de moll d’os i sang. Es una malaltia poc comt i que
basicament afecta a nens (75% dels casos). El pronostic és en general bo i1 en pacients
pediatrics es dona una remissi6 de fins a un 95% 1 d’un 60-85% en adults.

Limfoma de cél-lula B periféeric

Leucémia limfatica cronica /Limfoma limfocitic de cél-lula petita (B-CLL)

Es un limfoma de baix grau que es caracteritza per I’acumulacié de cél-lules B
monoclonals que semblen limfocits madurs petits. El patré immunohistoquimic presenta
expressié de forma usual de CD5 i CD23 i el seu curs clinic és variable, amb una
incidéncia que varia molt segons la distribuci6 geografica.

Estudiant I’estat mutacional de la cadena pesada de les Ig dels limfocits s’ha demostrat

que existeixen dos tipus de limfocits que poden donar lloc a la B-CLL, els que no
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presenten mutacions en aquests gens i els que en presenten, donat que han passat pel
centre germinal 1 han entrat en contacte amb 1’antigen.(Damle et al., 1999) Els limfocits
B verges i els que presenten memoria antigénica son indistingibles morfologicament
pero existeixen diferéncies a nivell prondstic entre els casos amb i sense mutacions
donat que els casos que presenten mutacions son casos que provenen de cél-lules que
han passat pel centre germinal i per tant presenten un millor prondstic, mentre que
aquells que no en tenen provenen del limfocit B verge sent molt més agressius, amb
més alteracions genctiques i amb pitjor pronostic.(Hamblin et al., 1999;Stilgenbauer et
al., 2002;Lin et al., 2002) Darrerament s’ha observat que 1’expressio de la proteina
ZAP-70 correlaciona perfectament amb 1’estat de les Ig, estant valors baixos d’expressio
associats a hipermutaci6 1 valors alts a I’abséncia d’aquestes.(Crespo et al., 2003)

A nivell genetic la B-CLL és una neoplasia amb relativament poques alteracions
cromosomiques sent els guanys del cromosoma 12 i les pérdues de 17p, 11q, 13q i 141
les mutacions de TP53 les alteracions més freqiients.(Bea et al., 2002)

El mecanismes que porten a la progressié d’aquesta malaltia, és a dir a un canvi
d’estadi, son poc coneguts, en un estudi recent en 16 casos de B-CLL amb mostra
obtinguda al diagnostic i després de la progressid, s’observa com tres pacients
adquireixen mutacions de TP53, guanys de 5q21-q23 i llpter-pl4, i un guany del
cromosoma 12 respectivament, durant la progressid6 de la malaltia. Per altra banda
I’analisi del perfil d’expressidé va mostrar canvis d’expressio significatius entre les
mostres seqiiencials (Annex 1).(Fernandez et al., 2008)

Tot i aquesta manca d’alteracions, les cel-lules acumulen alteracions addicionals a
través del temps 1 entre un 5 1 un 10% dels casos de B-CLL transformacio histologica a
un limfoma de cél-lules grans, fet que rep el nom de sindrome de Richter (RS). Aquests
casos presenten relativament les mateixes alteracions que els casos no transformats,
perd amb més nombre de guanys i pérdues i amb alteracions especifiques com pérdues

de 8p 19.(Bea et al., 2002)

Leucemia prolimfocitica de cél-lula B (B-PLL)

La B-PLL és una malaltia dels prolimfocits B que afecta a sang, moll d’os i melsa i en
la que els prolimfocits superen el 55% de les cel-lules de la sang. S’exclouen tots

aquells casos de B-CLL transformada o B-CLL amb un elevat nombre de prolimfocits.
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Les cel-lules expressen antigens de cel-lula B sent CD5 present en un ter¢ dels casos i
CD23 absent. Es una malaltia extremadament rara que afecta a pacients amb edat
superior a 60 anys. Presenten de forma freqiient reordenament de Igs. L’alteracid
t(11;14)(q13;932) es troba en un 20% dels casos i és per aixd que es confon de forma

freqiient amb variants blastoides de MCL.

Limfoma limfoplasmacitic (LLP)

Es una neoplasia limfoide de baix grau que té origen a partir de limfocits periférics. Esta
caracteritzada per una proliferacié de tipus difus dels limfocits B petits (CD5- 1 CD10-)
amb tendencia a diferenciar-se a c¢l-lules plasmatiques. Aquestes cel-lules expressen
poques Ig de superficie, pero gran quantitat d’Ig citoplasmatiques. Es una malaltia rara
que es dona en adults preferentment homes, i que normalment t€¢ un curs clinic bastant

indolent tot 1 que pot evolucionar cap a un limfoma de cel-lules grans més agressiu.

Limfoma esplénic (SMZL) i ganglionar (NMZL) de la zona marginal

El SMZL i1 el NMZL s6n dos entitats clinicopatologiques que han estat definides
recentment.(Jaffe et al., 2001)Tots dos son limfomes de baix grau que s’originen en
llocs d’inflamaci6 cronica causada per infeccions i processos d’autoimmunitat.

SMZL ¢és una malaltia poc freqiient (1-2% dels NHL) que implica la substitucio, per
part de limfocits de mida petita, dels centres germinals de la melsa. Presenta afectacid
en melsa, moll d’os i1 sang periférica. Les cé¢l-lules tumorals presenten un patrd
immunohistoquimic CD20+, CD79-, CD5-, CD10-, CD23-, CD43-. Aquesta negativitat
per CD5 i CD43 ¢és molt 1til per excloure els diagnostics de B-CLL . A nivell genétic
I’alteracié cromosomica més freqiient en aquesta malaltia és la pérdua de 7q (7q22-q36)
en aproximadament un 45% dels casos 1 el seu curs clinic €és indolent amb una mitjana
de supervivencia d’entre vuit i 10 anys.(Mollejo et al., 2005)

NMZL ¢és una neoplasia de tipus B poc freqiient (1.8% de les neoplasies limfoides) que
s’origina en el gangli limfatic amb un patr6 histologic semblant al SMZL, perd només
presenta evideéncia extra ganglionar en un ter¢ dels casos.(Campo et al., 1999a) No
existeixen alteracions genétiques exclusives d’aquest tipus de limfoma, perd no
presenten les alteracions associades a Limfoma MALT, t(11;18)(q21;q21) i trisomies

del cromosoma 3.
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Tricoleucemia (HCL)

La HCL és una neoplasia de cél-lula B petita. Es caracteritza per ce¢l-lules amb nucli
ovalat amb molt citoplasma el qual que presenta projeccions. A nivell
immunohistoquimic presenta expressié de CD103, CD22 i CDll1c i és negativa per
CD5, CD10 i CD23. Es una malaltia rara i compren només el 2% de les leucémies
limfoides. Els pacients son normalment adults, d’edat mitjana, amb predominancia

masculina.

Mieloma de cél-lula plasmatica o mieloma multiple (MM)

El MM ¢és una neoplasia del moll de ’os, caracteritzada la preséncia de cél-lules
rodones de tipus plasmatic en diferents grau de maduresa incloent formes atipiques.
També es caracteritza per una destruccid de 1’esquelet que té coma resultat dolor
d’ossos, fractures patologiques 1 anémia. Als Estats Units €s la neoplasia limfoide més
freqlient en poblacié negra i la més freqiient en poblacié blanca. La mitjana d’edat al
diagnostic és 68 anys en homes i 70 anys en dones amb un relacié home/dona de 1.1. A
nivell genétic presenta en un 20% dels casos la translocacio t(4;14)(p16;q32) i freqiients
pérdues de 13 i 19. Es una malaltia incurable amb una supervivéncia mitjana de tres
anys.

Limfoma Mucosa- associated Lymphoid Tissue (MALT)

El limfoma MALT ¢s un limfoma morfologicament heterogeni de cél-lula B petita,
limfocits petits, immunoblasts i cel-lules centroblasts-like®® CD20+, CD79+, CD5-,
CDI10 i CD23-. L’ infiltrat es troba a la zona marginal dels fol-licles reactius i s’exten
per tota la regi6 interfol-licular. Els Limfoma MALT son aproximadament un 7-8% de
tots els limfomes de cel-lula B. Es dona en pacients adults i sembla que existeix una
major freqiiéncia de Limfoma MALT gastrics al nord- est d’Italia i a Sud Africa. El
tracte intestinal és el lloc més comu d’aparicio6 d’un Limfoma MALT (50%) sent
I’estomac el lloc més comu (85% dels casos). El Limfoma MALT presenta un curs
indolent 1 es dissemina de forma lenta tot i que les recaigudes poden involucrar llocs
extra-ganglionars. Les alteracions genetiques més freqiients son la translocacid
t(11;18)(gq21;921) que es presenta entre un 25-50% dels casos i la trisomia 3 que es

troba en un 60%.
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Limfoma fol-licular (FL)

El FL ¢és un limfoma de baix grau derivat de cel-lules B immadures del centre germinal
que han adquirit en la majoria dels casos la translocacié t(14;18)(q32;921) que
desregula el gen BCL-2 sent una de les formes més comuns de NHL (aproximadament
el presenten un 22% dels pacients). Presenta una proliferacié mixta de dos tipus
cel-lulars, els centrocits® i els centroblasts®’. El tumor pot estar unicament format per
centrocits o bé per tots dos tipus cel-lulars alhora. Els FL histologicament sén molt
caracteristics, tenen estructures fol-liculars de mida uniforme 1 esférica distribuides per
tot el gangli limfatic. Fenotipicament expressen Ig de superficie i antigens de linia B
com CD19, CD20 i CD22. Tamb¢ expressen CD10 i BCL-6.).

El curs clinic és variable, alguns pacients presenten un curs indolent i la malaltia
progressa de forma lenta, mentre que en altres, la malaltia progressa rapidament. Els
mecanismes moleculars 1 cel-lulars que provoquen aquesta heterogeneitat son
desconeguts, malgrat tot, alguns treballs han descrit alteracions secundaries que podrien
donar llum a aquesta variabilitat.(Bentz et al., 1996;Avet-Loiseau et al., 1997;Viardot et
al., 2002;Zhang et al., 2004) En alguns casos el tumor pot patir una transformacio
agressiva a DLBCL, en la qual les c¢l-lules limfoides grans (centroblasts) comencen a
predominar sobre les cel-lules més petites (centrocits); aquest progressido d’un patrd
nodular a un de difus esta associada a un pitjor pronostic dels pacients. Alguns tumors
presenten alteracions secundaries a banda de la translocacié t(14;18)(q32;921) que
poden tenir un paper en la transformacié a DLBCL. Estudis recents d’arrays d’expressio
han demostrat que el patr6é d’expressio defineix dues signatures de resposta immune que

poden predir el pronostic dels pacients (Dave et al., 2004)

Limfoma difus de cél-lules grans (DLBCL)

Els DLBCLs sén un grup heterogeni de limfomes que deriven de c¢l-lules B grans
activades per antigens, presentant un elevat index proliferatiu i un creixement rapid i
destructiu i sent les cél-lules majoritaries centroblasts i els immunoblasts®’. El patrd
immunofenotipic és CD5 1 CD10 negatiu i CD19, CD20, CD22, i CD79 positiu, malgrat
que existeix certa variabilitat i s’han descrit sub-grups que presenten un patré CDS5
negatiu.(Harada et al., 1999) El DLBCL ¢és un dels limfomes més freqiients en adults a
nivell mundial, amb una freqiliencia que oscil-la entre un 30 1 un 40% dels NHL. La
seva diversitat a nivell de presentacio clinica i de superviveéncia i I’heterogeneitat a

nivell patologic i molecular suggereix que els DLBCLs inclouen certa diversitat que
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també es reflexa a nivell terapéutic. Estudis recents han identificat 2 grans subgrups
basats en el perfil d’expressio génica anomenats DLBCL del centre germinal (GCB-
DLBCL) 1 DLBCL de ce¢l-lula B activada (ABC-DLBCL). (Alizadeh et al.,
2000;Rosenwald et al., 2002) Els GCB-DLBCL es caracteritzen per amplificacions
freqlients del gen REL, translocacions que impliquen el gen BCL2, de la mateixa manera
que es dona en els FL, suggerint una possible evolucié d’aquest tipus de tumors a partir
de FL, i1 hipermutacions somatiques dels gens de les Ig. (Rosenwald et al.,
2002;Rosenwald et al., 2003a;Savage et al., 2003) En canvi els ABC-DLBCL presenten
un patrd d’activacid constitutiva factor nuclear k3 (NF-xf3). Clinicament presenta un
curs agressiu perd amb possibilitat de curacid. Algunes alteracions genétiques s’han
associat a un pitjor pronostic dels pacients com els guanys de 18q (Annex 2),(Bea et al.,
2004) i de les regions del cromosoma 3 (3pll-pl2, 3ql1-ql13, i 3q24-q25) (Annex
3).(Bea et al., 2005)

Per altra banda, s’ha descrit darrerament que la baixa expressi6 MHC de classe 11
(MHCII) esta associada a un pitjor pronostic en DLBCL,(Rimsza et al., 2004) estant
descrita una associaci6 d’aquesta desregulaci6 amb delecions cromosomiques dels loci
que formen el MHCII en un subtipus de DLBCL localitzats en lloc immuno-privilegiats
com son els testicle o el sistema nervids central (IP-DLBCL).(Jordanova et al., 2002)
Tot 1 aixi estudis recents correlacionant dades de CGH amb estudis d’expressié han
demostrat que aquesta correlacid no es manté en casos que de DLBCL amb diferent
localitzacid, sent les delecions d’aquests poc freqlients i sent mecanismes d’alteracio de

la transcripcio els responsables d’aquesta infra-expressio (Annex 4).(Rimsza et al.,
2006)

Limfoma B primari mediastinic (PMBCL)

El PMBCL ¢s un tumor molt semblant al DLBCL a nivell histologic. Malgrat tot, es
presenta tipicament en dones joves i es localitza als ganglis limfatics mediastinics, a
diferencia dels DLBCL. Les cel-lules que caracteritzen aquest tumor presenten un
citoplasma pal-lid i un patrd de creixement diftis.(Savage et al., 2003)

Aquests tumors presenten també unes alteracions genctiques caracteristiques, com
guanys de 9p 1 2p, associats respectivament als gens JAK2 (9p24) i REL (2p16)(Bentz et
al., 2001;Joos et al., 1996) De la mateixa manera que els ABC-DLBCL presenten un
patr6 d’activacid constitutiva factor nuclear k3 (NF-kf) igual que ABC-DLBCL pero
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en contrast amb els DLBCL, els PMCBL no presenten reordenaments de BCL-2.(Bea et
al., 2005)(Annex 3)

Limfoma de cél-lules del mantell (MCL)

El MCL ¢és una neoplasia limfoide ben definida que es caracteritza per la
t(11;14)(q13;932), que té com a resultat la sobre-expressido constitutiva de CCNDI.
Aquest limfoma esta composat per una proliferacié monomorfica dels limfocits de mida
petita-mitjana amb nucli irregular i amb un fenotip B madur que expressa generalment
CDS5 1 no expressa CD23. La freqiiéncia del MCL es troba entre un 3 i un 10% dels
NHL i predomina en pacients masculins d’edat avancada (Edat mitjana 60 anys). La
majoria dels pacients presenten malaltia en estadi V2, limfoadenopatia generalitzada,
hepatoesplenomegalia®™ i afectacié de moll d’os. El comportament clinic és molt
agressiu 1 pocs pacients presenten una supervivencia llarga (entre 3 1 4 anys) amb un
tractament convencional 1 molt pocs es poden arribar a considerar curats.(Campo et al.,
1999b;Swerdlow & Williams, 2002)

Existeix una variant més agressiva d’aquesta neoplasia anomenada MCL blastoide que
pot sorgir de novo o ser una forma progressada de formes de MCL tipiques i que es
manifesta aproximadament en un 10-20 % dels casos de MCL. Segons la classificacio
de la WHO(Jaffe et al., 2001) aquesta forma agressiva es subdivideix en dues variants
anomenades blastica i pleomorfica. Totes dues variants estan associades a un index de
proliferaci6 elevat, cariotips complexes, tetraploiditzaci6 (36% dels blastics 1 80% dels
pleomorfics versus 8% de les variants tipiques, P < 0.001),(Ott et al., 1997) 1 a un pitjor
pronostic.(Campo et al., 1999b) Per una banda els MCL blastics presenten una poblacid
monotona de limfocits de mida mitjana, nucli arrodonit, i cromatina dispersa. Per altra
banda els MCL pleomorfics es caracteritzen per una poblacié cel-lular més heterogenia
de cel-lules grans amb nuclis irregulars 1 nucleol quasi indistingible.

Malgrat 1’agressivitat descrita en aquesta malaltia, observacions cliniques recents han
identificat alguns pacients amb una forma més indolent de malaltia, que presenta una
supervivencia llarga, fins 1 tot sense necessitat de tractament, suggerint que el
comportament biologic d’aquest tumor pot ser més heterogeni del que es pensava
inicialment.(Nodit et al., 2003;Orchard et al., 2003;Espinet et al., 2005)

Leucemitzacié en MCL
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Durant anys s’ha descrit el fenomen d’expressi6 leucémica en MCL com un fenomen
ocasional i no sempre present. La seva incidéncia varia bastant en els diferents estudis
trobant-se entre un 13 1 un 77% dels casos.(Argatoff et al., 1997;Bosch et al.,
1998;Duggan et al., 1990;Cohen et al., 1998;Samaha et al., 1998) Tot apunta a que les
discrepancies poden ser degudes a una seleccié dels pacients tenint en compte un
criteris morfologics 1 immunofenotipics diferents. A més a més, en moltes d’aquestes
series no s’ha realitzat una revisid histologica o una extensa caracteritzacio
immunofenotipica. Per altra banda s’han realitzat alguns estudis que comparen les
alteracions geneétiques entre els pacients que presenten MCL de tipus ganglionar i MCL
leucémic en els quals s’associen algunes alteracions a la disseminacidé leuceémica.
Particularment 1’analisi de les alteracions genétiques en casos leucémics mostra que les
pérdues de la regié cromosomics 8p21.3 on esta localitzat el cluster’® de gens receptors
TRAIL, anomenats DR4 i DR5, son més freqiients en aquests pacients que no pas en els
pacients que presenten malaltia de tipus ganglionar.(Martinez-Climent et al., 2001)
Malgrat tot, en un estudi mutacional per aquests dos receptors es conclou que les
mutacions de DR4 1 DRS sén poc freqiients en MCL leucemitzats 1 en cap cas estan
associades a una pérdua de I’altre al-lel.(Fernandez et al., 2004) (Annex 5)

CCND1 com a oncogen

Com ja s’ha explicat en 1’apartat de cicle cel-lular d’aquesta tesi, CCND1 és un membre
de les ciclines D que regula la transicié de fase G0/G1 a fase S del cicle cel-lular.
CCNDI no s’expressa normalment en cel-lules limfoides sind que ¢és el fenomen de
juxtaposicié amb el promotor de les Ig el que provoca la seva sobre-expressio en tots els
casos de MCL. EI gen de la CCND1 conté cinc exons que creen, mitjangant splicing
alternatiu dues isoformes majoritaries: CCND1a i CCND1b (Figura 12A).

CCND1a esta codificada basicament per dos transcrits, llarg i curt de 4.5 1 1.5 kb de
longitud respectivament, que es diferencien en la longitud de la regi6 3’ no traduida,
perd que contenen tots dos tota la regio codificant que genera el polipeptid de 36 kDa
S’ha descrit que al voltant d’un 4-10% dels MCL amb alts nivells de proliferacio, no
presenten el transcrit llarg, i en el seu lloc, expressen un mRNA aberrant amb la regi6 3’
no traduida més curta. Aquest mRNA presenta peérdua de les regions desestabilitzadores
AUUUA de la CCNDI1 no associada a un splicing alternatiu sin6 a un truncament en la
regid 3’UTR que pot ser causat per delecions gendomiques, mutacions puntuals en el 3’
que generen llocs prematurs de poliadenilitzacié i que donen lloc a transcrits d’una mida

de més reduida (Wiestner et al., 2007) o bé per reorganitzacions cromosomiques
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addicionals.(Seto et al., 1992;de Boer et al., 1997;Komatsu et al., 1994;Rimokh et al.,
1994) L’abundancia del mRNA de CCND1 ¢s molt més elevada en aquest tumors que
no pas en aquells en els quals la CCND1 presenta la regiéo 3° UTR. A més, en assaigs
amb linies cel-lulars s’ha demostrat que aquest transcrits curts presenten una vida mitja
molt més llarga. Per tant, sembla ser que aquest tipus d’alteracions augmenten
significativament 1’efecte oncogénic i el curs clinic d’aquests pacients(Figura
12B).(Rimokh et al., 1994)

L’isoforma CCND1b de 1.7kb de longitud, en canvi, no conté I’ex6 5 pero reté 1’exo 4
que conté un codo6 stop® al cap de 99 parells de bases i un senyal de poliadenilitzaci6 a
menys de 300 parells de bases d’aquest codo stop. La pérdua d’aquest ultim exd implica
la pérdua de les seqiiéncies PEST*® que marquen les proteines per a ser destruides de
forma rapida. La CCND1b, es troba en la majoria de tumors i de linies cel-lulars que
expressen CCNDI. A diferéncia de la CCNDla, la CCNDI1b té un gran poder
transformador en models experimentals, malgrat que el mecanisme oncogenic no esta

ben estudiat.(Solomon et al., 2003)

CCNDla
SENYAL
A. 1 2 3 4 5 AUUUA
45kb [INVINS \/ \/ AAAA
CCND1b
1 2 3 4
17k0 CTININIT B anan
POLIADENILITZACIO
B. REGIO CODIFICANT Y SENYAL
AUUUA
4.5 kb CCND1 | AARA - Transcrit llarg
1.5kb CCND1 AAAAA - Transcrit curt
CCND1 TRANSCRIT TRUNCAT
Exons 1-5

Figura 12. Diferents isoformes de la CCNDI1 (A) i diferents transcrits de la CCND1a
observats en MCL (B)

MCL CCND1 —negatius
Darrerament, alguns estudis senyalen 1’existéncia de casos amb un patré morfologic i
fenotipic idéntic a la resta de MCL perd6 amb la diferéncia que la translocacio

t(11;14)(q13;932) no ¢és detectable, o bé els nivells de CCND1 no mostren una sobre-

55



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Introduccid

expressio d’aquest gen. Durant anys, I’existéncia d’aquests casos ha estat controvertida
tenint en compte que els metodes de deteccid de la translocacido 1 dels nivells
d’expressidé presenten una sensibilitat variable. Darrerament, els estudis mitjangant
arrays d’expressio en tumors, han permes estudiar la genomica del tumor mitjangant
I’estudi dels valors d’expressi6 dels gens de forma quantitativa, han permés crear perfils
especifics per a cada tipus de malaltia 1 concretament han fet possible comprovar
I’existéncia d’aquest subgrup de casos de MCL que no expressen CCNDI malgrat
presenten una perfil d’expressié idéntic a la resta de mantells i una superviveéncia
similar, suggerint que pertanyen a la mateixa entitat.(Rosenwald et al., 2003b;Fu et al.,
2005) S’ha vist tamb¢é que alguns d’aquests casos presenten expressid6 de CCND2 o
CCND3, suggerint que aquestes ciclines puguin fer una funcid substitutoria de la
CCND1, donat que sembla indispensable que algun fenomen acceleri el pas de fase G1

a S en aquesta neoplasia.

Proliferacio i supervivencia en MCL

Un dels marcadors pronodstics més importants en els MCL ¢és la proliferacio, la qual ha
estat valorada durant anys mitjangant ’index mitdtic’’ o contant el nombre de cél-lules
que expressaven [’antigen associat a proliferacio Ki67.(Swerdlow & Williams,
1993;Bosch et al., 1998;Tiemann et al., 2005) Per tal d’estudiar les bases moleculars
que hi ha darrera d’aquesta elevada proliferacio, estudis recents han valorat la
proliferaci6 d’una série de 101 pacients a partir de la valoraci6 de I’expressié d’un
conjunt de 20 gens que s’expressen a nivells més alts en les cel-lules en divisid que en
les quiescents 1 que inclou gens implicats en la replicacié del DNA, en la progressié del
cicle cel-lular 1 en els requisits metabolics de la proliferacid. Per a crear aquest metode
diagnostic, basat en dades d’expressio, s’ha realitzat un test estadistic Bayesia que
permet diferenciar els MCL d’altres tipus de limfomes i també distingir entre els

pacients amb una supervivencia mitjana diferent. (Rosenwald et al., 2003b)

Models per a estudis pre-clinics: Linies cel-lulars en limfoma de cél-lules del mantell i
models animals

Els models experimentals en MCL igual que en altres malalties son eines importants per
investigar els mecanismes involucrats en la patogenesi d’aquests tumors. En 1’actualitat
han esdevingut essencials per a poder testar noves drogues que interactuen amb

diferents mecanismes del cicle cel-lular que provoquen el desenvolupament i la
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progressio dels tumors. Els models actuals utilitzats son les linies cel-lulars i models
animals que presumiblement estan molt relacionats amb el tumor huma. tenen les seves
limitacions ens proporcionen una eina que pot ser molt valuosa en estudis clinics per tal
de seleccionar diverses drogues i estratégies que puguin millorar el pronostic dels
pacients.

Les linies cel-lulars limfoides son un bon model in vitro que facilita I’analisi dels
cariotips complexos i dels patrons d’inestabilitat genomica, de manera que son una gran
font d’informaci6 per a entendre els mecanismes implicats en la patogénesi. A més,
també son una font il-limitada d’una poblacié relativament uniforme.

Tenint en compte 1’heterogeneitat dels tumors humans i particularment dels MCL, és
important tenir un nombre elevat de linies cel-lulars que mimetitzin amb la variabilitat
de les diferents situacions cliniques. En els ultims anys s’han establert 13 linies
cel-lulars derivades de MCL, tot i que algunes d’aquestes linies van ser establertes
abans que aquesta entitat estigués ben definida (Taula 2, Annex 6).(Salaverria et al.,
2006) La caracteritzacié d’aquestes linies €s irregular, perd proporciona un bon espectre
de les caracteristiques moleculars 1 genctiques dels MCL. Un altre fenomen a comentar
en estudis pre-clinics amb linies cel-lulars és el risc de contaminacid creuada amb altres
linies cel-lulars. Un bon exemple ¢€s 1’alta proporcié de contaminacio observada (14%)

en I’estudi de 630 linies d’origen limfoide. (Drexler & MacLeod, 2006)

Taula 2. Linies cel-lulars de MCL que presenten la translocacio t(11;14) (q13;q32)(Salaverria et al., 2006)

SP-49/-50B/-

HBL-2 JVM-2 53 REC-1 NCEB-1 GRANTA- MINO Z-138 JEKO-1 M-1 UPN-1 UPN-2 MAVER-1
519
Edat/Sexe  84/H 63/D 58/D 61/H 57T/M 58/D 64/D 70/H 78/D 58/H 52/H 57/H 77/H
Diagnosti Blastoid Blastoid  Blastoid
¢ original DLBCL PLL ILL MCL Dcb/ccL MCL MCL MCL MCL MCL MCL MCL MCL
Mostra GL sp sp GL sp Sp sp MO sp sp Efusié Efusio sp
pleural pleural
Sobre-
expressio ++ + + ++ + + + ++ + ++ ++ +
Cyclin D1
CD5 - + - + - + - + + + + +
CD23 + + + + + - - - - - + -
EBV - + -/+/- - + + - - - + - - -
Ploidia 2N 2N 3N 2N- 4N- 2N- 3N+ 2N+ 3N- 2N+ 2N- 3N+ 2N
p53 del/* wt/wt wt/wt  del/mut del/wt */mut wt/* del/mut #mut del/mut del/mut
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del/mut’

ATM wt/wt wit/* del/*" ampl/* */polimorf *fmut del/*
pl6INK4 " # * *
A del/ wt/ Hom del wt Hom del del/ del/ del/*
Altres

MYCR
oncogens BCL-2 amp BCL-2 amp MYCR MYCR

H home; D dona; DLBCL: Diffuse large cell lymphoma; DCbCcL: Diffuse centroblastic centrocytic lymphoma;ILL:
Intermediate lymphocytic lymphoma; PLL: Prolymphocytic leukaemia; GL: Gangli limfatic; SP: Sang periférica;MO: moll
d’os; EBV: Epstein-Barr virus; CC: Citogenética convencional; Del: Del heterozigota, mut: mutat;homo del: delecio
homozigota; wt: wild type; T ATM expressié proteica negativa; WB: Western Blot; +, expressio positiva,++ expressié alta; -,
expressio negativa/no detectable; " estudi mutacional no realitzat;

# Delecions no analitzades.

Limfoma B intravascular (1VL)

L’IVL és una malaltia agressiva 1 disseminada que es caracteritza per la preséncia de
cel-lules tumorals només a la llum dels vasos petits, normalment capil-lars. Afecta de
forma predominant a gent d’edat avangada perd degut al nombre reduit de casos no
existeixen caracteristiques epidemiologiques especifiques. El cervell i la pell son els
llocs de manifestacid6 de la malaltia més comuns. Els casos d’IVL presenten
freqlientment afectaci6 de fetge, melsa i moll d’os, mentre que 1’afectacio ganglionar és
rara en aquesta malaltia. La supervivéncia és generalment baixa, perd 1'is de terapies
intensives en estadis primerencs por augmentar la supervivéncia en pacients

joves.(Ferreri et al., 2004)

Limfoma d’efusid primaria (PEL)

El PEL és una neoplasia de cel-lules B que es presenta en efusions seroses sense
detectar-se masses tumorals. Esta associada de forma universal al virus Herpes huma 8
(HHV 8). La majoria dels casos es troben el marc d’una immunodeficiéncia per HIV. La
majoria dels pacients son homes joves o d’edat mitjana homosexuals. Els llocs més
comuns d’afectacié son la pleura i les cavitats pericardial i peritoneal. El pronostic és

extremadament desfavorable amb i sense terapia.

Limfoma de Burkitt (BL)

El BL es caracteritza per una expansié clonal de les cél-lules B d’origen desconegut,
probablement ce¢l-lules B de la reaccid6 primerenca del centre germinal.
Morfologicament es caracteritza per un patr6d de cel estrellat, donada la preséncia d’un

nombre elevat d’histiocits que fagociten les restes cel-lulars producte de 1’apoptosi.
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Existeixen tres variants amb diferents manifestacions cliniques, morfologiques i
biologiques: BL endémic, BL esporadic, 1 BL associat a immunodeficiéncia. A nivell
morfologic també s’han definit dues variants anomenades BL classic i BL atipic o BL-
like®. Aquesta segona variant a diferéncia dels Classic BL presenta un nucli amb gran
pleomorfisme tant a nivell de mida com de forma. Les c¢l-lules presenten generalment
expressio de CD10 1 també poden expressar Ig de superficie. Clinicament, és un
limfoma agressiu tot i que en nens hi ha una bona resposta davant una terapia intensiva.
Un estudi recent de I’expressié en 303 pacients amb limfoma B agressiu defineix quatre
clusters d’expressié prominent que reben el nom de signatures d’expressid associades
especificament a BL 1 utilitzant aquest patré d’expressio especific, defineix una serie de
vuit casos de DLBCL que presenten un perfil d’expressio de BL els quals anomena BL
discrepants.(Dave et al., 2006) Per altra banda, els estudis genétics mitjancant CGH 1
CGH array han descrit alteracions secundaries en BL.(Macpherson et al.,
1999;Wessendorf et al., 2003;Garcia et al., 2003;Lones et al., 2004;Barth et al.,
2004;Pienkowska-Grela et al., 2005;Onciu et al., 2006) L’estudi amb més nombre de
casos per CGH descriu guanys de 12q, 22q, Xq 1 pérdues de 13q com les alteracions
més freqiients en BL. A més, les alteracions d’1q i 7q estan associades a un pitjor
pronostic.(Garcia et al., 2003) Per altra banda un estudi del nostre grup, actualment en
revisid, defineix el perfil de CGH 1 d’expressio de 51 pacients de BL, mostrant que els
BL classics 1 els BL atipics, tant en pacients adults com en pediatrics, presenten un
perfil d’alteracions comu mentre que els BL discrepants es diferencien de forma
dramatica a nivell de complexitat cariotipica i nombre d’alteracions tant dels BL

classics i atipics com de DLBCL (Annex 7).(Salaverria et al. en revisio)

Els limfomes de cel-lula T

Els limfomes de cél-lula T expressen marcadors especifics de linia T (CD3, CD5, CD2 i
CD7), i també es caracteritzen per reordenaments dels gens codificats per les cadenes

del TCR.
Limfoma de cél-lula T precursora

Leucemia limfoblastica de precursor T (T-ALL/Limfoma limfoblastic (T-LBL)

T-ALL és una neoplasia de limfoblasts tipicament composada de blasts de tipus T de
mida petita-mitjana amb afectacié6 a moll d’os i sang. Afecta de forma comu a

adolescents 1 és més freqlient en homes que en dones. En una tercera part dels T-ALL
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s’han detectat translocacions que impliquen el receptor de cel-lula T & i1 B, 1 diferents
gens com MYC, TI1, RBTN1 RBTN2 i HOX-1, implicant la desregulacié d’aquests
Gltims. La pérdua de 9p, que inclou el gen P16, té lloc en un 30% dels casos. Es una
malaltia freqlientment curable utilitzant terapies agressives, pero molt desfavorable en

pacients pediatrics.

Limfoma de cél-lules periferiques o Natural Killer

Constitueixen aproximadament un 10-15% de tots els NHL en paisos occidentals, tot i
que son més freqlients a I’extrem Oriental. Inclouen un grup molt ampli de neoplasies
amb morfologia 1 presentacions cliniques diverses. Generalment els limfomes T
periférics ganglionars deriven de limfocits CD4 positius a diferéncia de cel-lules NK.
Clinicament el curs d’aquests limfomes és agressiu i presenten freqiientment

recurrencies.

Leucémia prolimfocitica de cél-lula T (T-PLL)

La T-PLL ¢és una leucemia de cél-lula T molt agressiva que es caracteritza per la
proliferacio de prolimfocits®® de mida petita-mitjana amb afectacio de sang, moll d’os,
ganglis limfatics, melsa i pell. La freqliencia de la T-PLL ¢és relativament baixa i no
sobrepassa el 2% dels casos de leucémia limfocitica de cel-lula petita en adults majors
de 30 anys. Les alteracions citogenetiques d’aquest tipus tumoral soén inversions del
cromosoma 14, amb punts de trencament a 14q11 i 14932, que es troben en el 80% dels
casos. Un 10% dels casos presenten la translocacio t(14;14)(q11;q32), que juxtaposa el
TCR i amb els gens TCL1a, TCL1b activant-los i també és freqiient la translocacio
t(X;14)(q28;q11); aquestes translocacions les quals juxtaposen el TCR amb els gens
TCL1 i MTCP-1 respectivament, els quals actuen com co-activadors de AKT. També
existeixen alteracions del cromosoma 8 amb formacidé de cromosomes dicentrics i

trisomies 8q (70-80% dels casos).

Leucémia limfocitica de cél-lules grans granulars tipus T ( T-LGL)

T-LGL és una neoplasia molt heterogénia que es caracteritza per un augment persistent
del nombre de limfocits granulars de sang periférica, normalment sense una causa
especifica. Es diferencia en dos variants en funcio dels marcadors antigénics (variant
comu i variant rara). La majoria dels casos presenten un curs indolent. No existeix una
alteracid citogenctica caracteristica d’aquesta entitat, perd les translocacions rarament

han estat descrites en aquesta malaltia.
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Leucemia/ limfoma de cél-lula T d’adults (ATLL)

ATLL és una neoplasia de c¢l-lula T periférica que es composa molts cops de gran
quantitat de cél-lules limfoides pleomorfiques. Esta causada pel retrovirus huma R-Cell
leukaemia virus type I (HTLV-1). ATLL és endémica en diferents regions del mon entre
les quals es troben el Japé, el Carib i I’ Africa central. Aquesta distribuci6 esta clarament
associada a la prevaléncia d’HTLV-1 a la poblacio, i en son afectats preferentment
homes i dones d’edat mitjana. La supervivéncia d’aquests pacients és variable, pot anar
de dos mesos a més d’un any Les alteracions més freqiientment observades en aquesta

neoplasia son guanys de 14q, 7q 1 3p i perdues de 6q i1 13q.(Tsukasaki et al., 2001)

Micosis fungoides/Sindrome de Zézary

La Micosis fungoides és el subtipus de limfoma de cél-lula T que es presenten amb
plaques a la pell i es caracteritzen per infiltracié dérmica i epidérmica.

La Sindrome de Sézary es un limfoma de cél-lula T molt generalitzat que es
caracteritza per la preséncia de eritroderma, limfoadenopatia i limfocits T en sang. Les

lesions de la sindrome de Sézary son similars a les de les micosis fungoides.

Limfoma periféric de cél-lules T, no especificat (PTCL-U)

Un gran nombre de diferents entitats han estat definides com a subtipus de limfomes de
c¢l-lula T. Malgrat tot, un gran grup de casos de limfoma de c¢l-lula T, preferentment
ganglionars, que constitueixen una proporci6 significativa dels limfomes T dels paisos
occidentals es caracteritzen per no poder ser classificats dins de cap grup definit. Per a
referir-se a aquest conjunt de casos s’ha creat el concepte de Limfoma T periféric no
especificat (PTCL-U). La majoria d’aquests casos es donen en pacients adults, pero
tamb¢ existeixen alguns casos pediatrics. Recentment, s’han descrit alteracions
genctiques associades a aquesta entitat com guanys de 7q, 17q, 16p i 9q i1 perdues de

13q, 6q 1 9p.(Zettl et al., 2004)

Limfoma anaplasic de cél-lules grans (ALCL)

ALCL ¢és una neoplasia de cel-lula T que es caracteritza per translocacions recurrents
que impliquen el gen anaplastic lymphoma quinasa (ALK) situat a 2p23, que donen lloc
a ’expressio de la proteina ALK. El gen ALK és un gen que s’expressa de forma
constitutiva a I’intesti, als testicles i al cervell, perd no en limfocits normals, alhora que
presenta una gran similaritat de seqiiéncia a la subfamilia de quinases receptores de la

insulina. Aquests tumors constitueixen una entitat de limfoma T molt ben definida que
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es manifesta en homes joves i que té en general un bon pronostic, tot i que alguns
pacients moren per la progressio de la malaltia. Morfologicament, els tumors presenten
un espectre morfologic que va de cel-lules grans atipiques a una variant de cel-lula
petita que expressa de forma constant el receptor de citoquina CD30.(Benharroch et al.,
1998;Shiota et al., 1995;Falini et al., 1999)

La translocacio més comt que implica el gen ALK és la translocacid t(2;5)(p23;q35),
que fusiona el gen ALK amb el gen de la Nucleofosmina (NPM). S’han escrit
translocacions alternatives en un 20% dels casos; aquestes altres translocacions
impliquen diversos gens com TPM3,(Lamant et al., 1999) TFG,(Hernandez et al., 1999)
ATIC,(Wlodarska et al., 1998;Ma et al., 2000;Trinei et al., 2000;Colleoni et al., 2000)
TSPYL2,(Touriol et al., 2000)MSN,(Tort et al., 2001;Tort et al., 2004) KIAA1618,
(Cools et al., 2002) i MYH9 (Figura 14).(Lamant et al., 2003) El conjunt d’aquests
tumors que presenten aquestes translocacions reben el nom d’ALCL ALK-positius.
Aquestes alteracions tenen potencial neplasic i sembla ser que en les cél-lules
transformades in vitro es veuen certes diferéncies a nivell de creixement cel-lular,
migracio i capacitat invasiva, que podrien influenciar també el comportament biologic
dels tumors.(Armstrong et al., 2004) A banda dels ALCL ALK-positius, alguns estudis
reconeixen un limfoma de cél-lula gran tipus T que presenta un patré6 morfologic i
fenotipic similar, perd que a diferéncia del grup anterior no presenta cap alteracid
genética que impliqui en gen ALK. A nivell clinic, son lleugerament diferents donat que
es presenten en pacients més adults d’edat més avangada i amb un curs agressiu.(Falini
et al., 1999;Gascoyne et al., 1999;Suzuki et al., 2000)

En un estudi en el qual s’estudien 123 casos de limfomes que expressen la proteina
ALK demostren I’evidéncia que els patrons morfologics dels ALCL descrits en estudis
previs son diferents subtipus de la mateixa entitat, argumentant perqué les neoplasies
ALK-positives son una entitat diferent i concloent que tot aquest grup hauria de ser
classificat dins d’un grup anomenat limfomes ALK.(Benharroch et al., 1998) Malgrat
les diferencies, aquest grup de ALCL ALK-negatius va ser classificat en la tercera
edicio de la WHO classification juntament amb els ALCL ALK-positius. (Delsol et al.,
2001)

Estudis recents d’expressio han avaluat 32 tumors primaris i 5 linies cel-lulars derivades
de ALCL, demostrant que existeix un perfil d’expressi6 diferent entre ALCL ALK-
positius i ALCL ALK-negatius, en el qual alguns gens son estadisticament

discriminatoris entre totes dues entitats (BCL-6, PTPN12, CEBPB i SERPINA).(Lamant
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et al., 2007) Per altra banda s’han estudiat les alteracions secundaries de 74 ALCL
mitjancant CGH, observant-se que els guanys de 17p i 17q24-qter i les perdues de 4q13-
g21, 1 11ql4 esta associats als casos ALK-positius mentre que els guanys de 1q 1 6p21
son més freqiients en els tumors ALK-negatius (Annex 8).(Salaverria et al., 2008)
Recolzant-se en aquest dos estudis recents, a la darrera versi6 de la WHO, en
preparacid, es conclou que malgrat que no hi ha cap evideéncia per considerar diferents
dos tumors que presenten les mateixes caracteristiques morfologiques i fenotipiques, es

poden considerar com a entitats diferents.

Translocacié ALK Proteina de fusio Localitzacio
cromosOmica partner d’ALK
1(2;5)(p23;935) NPM B E]  80Kd Nuclear+Citoplasmatica

(1;2)(a25:p23) TpM3  EZEEC——mm——] 104Kd  Citoplasmatica

t(2;3)(p23;021) TEG 85 Kd Citoplasmatica
97 kd
113 Kd

Inv(2) (p23 g35) ATIC EE———— B 96 kd Citoplasmatica

1(2;22)(p23;q11) TSPYL? nmmP78 W] 248Kd  Citoplasmatica

t(2:X)(p23;912)
vsn NN ] 125Kd Membrana
Y(2:17)(p23:025) KIAAL61e N BN Citoplasmatica

1(2;22)(p23;q11.2 MYH9 | I ] ] 220 Kd Citoplasmica
%% Domini kinasa

Figura 14. Resum de les diferents translocacions del gen ALK en ALCL

Alteracions cromosomigues en Limfomes No-Hodgkin

La combinacié de CC, M-FISH, FISH, i CGH ha proporcionat una eina molt 1til per a
la configuracié d’un perfil global de les alteracions primaries i secundaries dels NHL, el
qual ha suposat una gran ajuda en la seva classificacio, donada I’estreta associacidé que
s’estableix entre certes entitats tumorals i certes alteracions especifiques. Per tant, de
I’estudi citogenétic de les neoplasies limfoides es pot concloure que els canvis
cromosomics no son a I’atzar, cada neoplasia presenta unes alteracions cromosomiques

especifiques que impliquen cromosomes, regions 1 bandes diferents.
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Alteracions primaries (translocacions)

La majoria dels B-NHL, pero només una minoria del T-NHL, estan caracteritzats per
translocacions cromosomiques recurrents; moltes d’elles inclouen el promotor de la
cadena pesada de les Ig localitzat a 14q32, o les cadenes lleugeres de les Ig localitzades
a 2pl12 i 22q11.2. Aquest fenomen ve afavorit pel class switching® que es produeix en
les cel-lules B. Les translocacions son sobretot freqiients en cél-lules del centre
germinal 1 poden implicar diferents partners donant lloc a una expressi6 anomala d’un
proto-oncogen (Taula 3). En el cas de T-NHL és el TCR I’implicat en la translocacio, la
translocacid de la cadena [1[localitzada a 14q11-q12, tot i que la freqiiencia és menor,

segurament degut a I’abséncia d’hipermutacié somatica i de class switching.

Taula 3. Taula de diferents translocacions observades en NHL

Neoplasia Alteracié N S s Mecanisme
. . e Gen implicat Funcio Biologica .
limfoide cromosomica oncogenic
MCL t(11;14)(q13;932) CCND1 Regulador del cicle cel-lular Desregulacio de
I’expressio
) ) i o , . Desregulacio de
FL/DLBCL  t(14;18)(q32;q21) BCL-2 Inhibidor de I’apoptosi Pexpressio
DLBCL t(3;v)(q27;v) BCL-6 Repressor de la transcripcid Des’regulamg de
I’expressio
t(8;14)(q24;q32)
BL t(2;8)(p11;924) MYC Factor de transcripcio Des,regulam.o’ de
I’expressio
t(8;22)(q24;q11)
t(11;14)(q13;q932) CCND1 Regulador del cicle cel-lular Des’regula019 de
I’expressio
MM Receptor de factor de creixement de Desregulacio6 de
U 14)(p16:932) FGFR3;WHSC1 fibroblasts; proteina de desenvolupament I’expressio
t(2:5)(p23;935)
ALCL ALK Receptor tirosin quinasa Proteina de fusio
t(2;v)(p23;v)
t(X;14)(q28;q11) MTCP-1 Co-activador d’AKT b els,regula“.o, de
expressio
T-PLL inv(14;14)(q11q32) .,
TCL1 Co-activador d’AKT Desregulaci6 de

t(14;14)(q11;932)

I’expressio

Com ja s’ha comentat a 1’apartat de Limfoma de cél-lules del Mantell d’aquesta tesi, un

exemple d’aquest fenomen, és la translocacié t(11;14)(q13;932) que implica la sobre-
expressio del gen CCND1 localitzat a 11q13. Aquesta translocacio es dona al moll d’os
en els limfocits B primerencs, a I’estadi de pre-diferenciacio pre-B i es troba en el 90%
dels MCL, pero rarament en altres tipus de limfomes B. En darrers treballs citogenétic-
moleculars s’han descrit translocacions t(11;14)(q13;q32) criptiques que impliquen els

loci IGH i CCND1 i d’altres cromosomes; aquestes s’ha detectat utilitzant una
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combinaci6é de CC i FISH en 18 casos (Gazzo et al., 2005) i una combinaci6é de FISH i
M-FISH en casos aillats.(Wong, 1999;Gruszka-Westwood et al., 2002;Maravelaki et al.,
2004)

Altres exemples son les translocacions t(14;18)(q32;q21) 1 t(8;14)(q24;932), en les que
els gens BCL-2 i MYC s6n identificats com els oncogens implicats, respectivament. La
translocacio t(14;18)(q32;q21) és una anomalia citogenética for¢ca comu en els limfomes
humans. Concretament, es troba en un 85% dels FL i en més d’un ter¢ dels DLBCL. Per
altra banda, la translocaci6 t(8;14)(q24;q32) ¢€s recurrent en BL, trobant-se en un 80%
dels casos.

Altres translocacions impliquen la formaci6 de proteines de fusid, com per exemple la
translocacio del gen ALK mapat a 2p23 amb diferents partners, essent el gen NPM el
partner habitual, detectat en 80% dels casos amb la translocacio (Taula 3).

La deteccié d’aquestes translocacions, tant les que impliquen sobre-expressié de proto-
oncogen com les que impliquen la formacié d’un gen de fusio, t€¢ un gran valor a nivell
diagnostic, sobretot per a la deteccié de la malaltia minima residual. Es per aixd que a
nivell diagnostic es realitzen de forma rutinaria RQ-PCR o bé FISH per a la seva

deteccio.

Alteracions secundaries

A més d’aquestes translocacions, que acostumen a ser fendOmens primerencs, s’han
descrit gran quantitat d’alteracions secundaries associades als diferents tipus de NHL,
que en molts casos tenen un paper fonamental en la progressid i transformacio
histologica de molts d’aquests tumors.

La detecci6 d’aquestes alteracions secundaries, que acostumen a ser guanys, delecions o
amplificacions de regions especifiques i sovint també trisomies, ha permeés no només
obrir el cami a la identificacid de gens associats a cancer sind també¢ la correlacié amb
les dades cliniques, permetent per tant, un diagnostic diferencial 1 de vegades fins i tot,
I’establiment un pronostic determinat.

Existeix certa variabilitat a nivell de complexitat genética entre els diferents limfomes;
per una banda existeixen neoplasies com les B-CLLs, amb poques alteracions
cromosomiques perd recurrents (guanys del cromosoma 12 i peérdues de 11, 13, 14 i
17p), en les que el fenomens de progressio i transformacié sovint impliquen un augment
de la inestabilitat i en conseqiiéncia un augment en el nombre d’alteracions.(Bea et al.,

2002;Fernandez et al., 2008) Per altra banda, hi ha alguns NHL com els MCLs,
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PMBCLs i els MMs que presenten inicialment, un gran nombre d’alteracions (Taula

4).(Salaverria et al., 2006)

Taula 4. Nombre d’alteracions cromosomiques en NHL detectades per CGH (Salaverria et
al., 2006)d}d}d}d}

Diagnostic % casos alterats Nombre total alteracions/cas

MCL 89 4.2
MCL variant blastoide 100 10.1
B-CLL 63 2.5
B-CLL progressada (RS) 89 4.7
FL 68 2.2
MZL 81 23
DLBCL 75 34
PMBCL 88 4

MM 83 5.8

Malgrat la variabilitat, existeixen alteracions secundaries comuns entre els NHL (Taula
5). Per exemple, les alteracions de 3q son freqiients en diferents limfomes com per
exemple MCL, MZL, DLBCL i MM amb freqiiencies d’aparicié entre 25-70%. Les
perdues de 6q també son freqiients en diferents NHL, ja que es troben en DLBCL, FL i
MCL, de la mateixa manera que les perdues de 13q es troben en B-CLL, MCL 1 MM
amb freqiiéncies molt elevades; malgrat tot, és dificil en totes dues regions establir una
regié minima d’alteracid, no només entre diferents tipus, sind dins de cada grup.
Recentment en B-CLL s’han localitzat els microRNAs*' miR-15a i miR-16-1 localitzats
a 13q14.3 que presenten una desregulacié deguda a la seva perdua.(Calin et al., 2007)
Altres alteracions de regions en les que si s’han pogut limitar regions minimes i s6n
també recurrents en NHL son les perdues de 17p 1 11q (regions minimes 17p13 1 11q22-
g23). La pérdua de 17p13 la trobem en MCL, B-CLL, DLBCL, FL, MZL i DLBCL i
esta associada a peérdues de TSG TP53. Mentre que les perdues de 11q22-g23 es troben
freqiientment en MCL 1 B-CLL 1 estan associades al gen de reparacié de dany ATM.

També existeixen alteracions que permeten discriminar entre subtipus d’una mateixa
malaltia, com passa en els subtipus ABC i GCB de DLBCL, que no només presenten

diferéncies en el patrdé d’expressio, (Alizadeh et al., 2000) sin6 que també mostren
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alteracions secundaries diferents, com son els guanys de 3q i 18q especifics de ABC-
DLBCL i els guanys de 2p14-p16 en GCB-DLBCL.(Bea et al., 2005) Tamb¢ s’observen
alteracions que serveixen per a discriminar entre diferents entitats no sempre ben
separades, com ¢s el cas del PMBCL que presenten guanys de 9p, concretament de la
regi6 minima 9p21-pter,(Bea et al., 2005) amb una freqliéncia que arriba fins al
56%(Bentz et al., 2001) a diferéncia dels ABC i GCB-DLBCL en els que només es
detecta en un 6% dels ABC-DLBCL i és absent en GBC-DLBCL (Taula 5).(Bea et al.,

2005)

Taula 5. Alteracions cromosomiques en NHL detectades per CGH

Guanys/amplificacions

Perdues

Diagnostic (rang de frequiéncia %) (rang de frequiéncia %)
1p (24-33)
3q (37-70) 6q (13-37)
Tp (4-27) 8p (7-49)
MCL 8q (10-32) 9p (7-30)
12q (4-30) 11q (19-36)
184 (7-26) 139(32-63)
17p (4-30)
11q (2-24)
B-CLL 12 (11-65) 13q (11-65)
17p (4-32)
X (13-47)
1q (10) 1p (25)
FL 7(10-21) 6q (7-21)
12q (6-18) 17p (9-15)
18 (14-29)
X (24)
3/3q (31-52)
5q(28)
MZL 9q (21) 7q (14)
12q (24) 17/17p (10-16)
18 (32)
20q (24)
X (12-49)
1q (11-38)
3/3q (11-27) 6 (14-38)
DLBCL 7(11-31) 8p (10-29)
11(12-35) 17p (10-46)
12 (10-29)
18 (11-37)
1q (12)
DLBCL 7(23) q - 4 18
18 (34) p
GCB- 2p1142'p1166()1 7 6q16 (21)
DLBCL 123 o 6q21-q22 (22)
Xp (16-33)
2p (18-47)
PMBCL o (37.56) 184 (9-16)
12q (21-33)
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1q (36)
3q (40) 13q (30-80)
MM 9q (10-40) 16 (12-17)
11q (20-44) 19/19p (30)
15q (10-48)

REFERENCIES: MCL:{Bea, 1999 5 /id;Monni, 1998 4 /id;Bentz, 2000 17 /id;}(Martinez-Climent et
al.,, 2001); Allen, 2002 15 /id; Jarosova, 2004 13 /id}; B-CLL:(Bentz et al., 1995;Karhu et al.,
1997;0'Connor et al., 2000;Bea et al., 2002); FL:(Bentz et al., 1996;Avet-Loiseau et al., 1997;Viardot et
al., 2002;Zhang et al., 2004); MZL: (Dierlamm et al., 1997;Hernandez et al., 2001);DLBCL: (Monni et
al., 1996;Barth et al., 1998;Berglund et al., 2002;Karnan et al., 2004;Bea et al., 2004;Bea et al., 2005);
DLBCL ABC/GCB:(Bea et al., 2005); PMBCL:(Bea et al., 2005;Bentz et al., 2001); MM: (Cigudosa et
al., 1998;Gutierrez et al., 2001)

Alteracions secundaries en MCL

En el cas concret dels MCL diferents estudis utilitzant citogenética
convencional,(Cuneo et al., 1999;Wlodarska et al., 1998) CGH,(Monni et al., 1998;Bea
et al., 1999;Bentz et al., 2000;Martinez-Climent et al., 2001;Allen et al., 2002;Jarosova
et al., 2004) CGH array,(Kohlhammer et al., 2004;Schraders et al., 2005;Tagawa et al.,
2005;Rubio-Moscardo et al., 2005) i SNP arrays,(Rinaldi et al., 2006)han mostrat que
els MCL mostren una gran quantitat d’alteracions secundaries a banda de la
t(11;14)(q13;q32) en les quals s’inclouen guanys de 3q, 7p, 8q, 12q 1 18q i1 perdues de
Ip, 6q, 8p, 9p, 9q, 11q, 13q i 17p (Taula 6). Aquestes alteracions cromosomiques
secundaries juguen un paper molt important en la limfomagenesi, alterant la regulacid
del cicle cel-lular o la resposta a dany genetic.(Fernandez et al., 2005) i han revelat que
el MCL ¢és una de les neoplasies limfoides malignes amb més nivell d’inestabilitat
genomica (Taula 4).(Salaverria et al., 2006)

També s’han associat algunes alteracions amb el curs clinic en pacients amb MCL la
majoria d’elles associades a pitjor pronostic, menys les perdues de 1p21 les quals han
estat associades a bon pronostic(Taula 7).(Bea et al., 1999;Allen et al.,
2002;Kohlhammer et al., 2004;Rubio-Moscardo et al., 2005)
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Taula 6. Diferents alteracions observades per CGH i CGH arrays en MCL

Guanys % casos alterats Regi6 limitada per % casos alterats —
Regio limitada per CGH
CGH (Rang)- CGH CGH array CGH array
3q 3925-q29 48 (37-70) 3926 29
Tp 25 (4-27) Tp21-p22 21
8q 25 (10-32) 8q21-q24 22
12q 12q13 23 (4-30)
18q 18921 21 (7-26) 16
Pérdues
CGH
1§ 1p13-p32 25 (24-33) 1p21-p31 34
6q 6q14-q27 29 (13-37) 6q21-q27 34
8p 8p21-p23 41 (7-79%) 45
9 9p21-p24 23 (7-30) 28
9q 18 (3-20) 18
11q 11q21-q23 26 (19-36) 11q22-q23 32
13q' 45 (32-63) 13ql14-q21 35
13¢° 45 (32-63) 13q32-q34 38
17p 17p13 22 (4-30) 24

REFERENCIES:(Bea et al., 1999;Monni et al., 1998;Bentz et al., 2000;Martinez-Climent et al.,

2001;Allen et al., 2002;Jarosova et al., 2004)

Taula 7. Alteracions secundaries associades a pronostic en MCL

Estudi

Teécnica

Mal pronostic

Bon pronostic

(Bea et al., 1999)

(Allen et al., 2002)

(Kohlhammer et al., 2004)
(Rubio-Moscardo et al.,

2005)

CGH

CGH

CGH array

CGH array

+3q,+12q, -9p

+Xq, 17p

-8p, -13q14

9p, -9921-q22, -17p13

-1p21

Estudis a nivell molecular han identificat en moltes d’aquestes regions alterades gens

diana en la patogenési del MCL, com per exemple P16 ** a 9p21, (Pinyol et al.,
1998;Dreyling et al., 1997), BMI-1 a 10p12,(Bea et al., 2001)ATM a 11q22.3,(Schaftner
et al., 2000;Camacho et al., 2002;Greiner et al., 2006) CDK4 a 12q14,(Hernandez et al.,

2005) i TP53 a 17p13 (Figura 15).(Hernandez et al., 1996;Greiner et al., 1996)
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A nivell global, aquesta cerca de possibles gens localitzats a les regions alterades en
MCL ha revelat que la majoria d’ells estan implicats en dos vies patogenctiques
comuns: el cicle cel-lular i la resposta a dany del DNA. La correlacié entre les dades
moleculars i les dades cliniques ha permés comprovar que algunes alteracions estan
especificament associades a alguna de les variants morfologiques de MCL. Els tumors
molt proliferatius presenten alteracions a les dues vies principals, la INK4a-CDK4-RB1
1 ARF-MDM2-TP53, que son responsables del control del cicle cel-lular i1 la
senescencia. Com ja s’ha comentat, dos elements reguladors claus de CDK4 i TP53,
anomenats INK4a i ARF estan localitzats al locus 9p21, una regio delecionada en un 20-
30% de les variants altament proliferatives pero en menys d’un 5% dels casos de variant
tipica. Finalment, les mutacions de TP53 associades a delecions de 17p, es troben
rarament en variants classiques de MCL, pero son freqiients (30%) en les variants
agressives associades a una alta proliferaci6 i un pitjor pronostic (Figura
15).(Hernandez et al., 1996;Greiner et al., 1996)

Una estratégia recent utilitzant non sense mediated decay pathway*’ juntament amb
arrays d’expressid, ha detectat microdelecions del gen RB1 amb una manca de la
proteina com a resultat, en alguns MCL altament proliferatius. Aquesta alteraci6 té lloc

INK4
en casos amb P16

normal suggerint que la preséncia de dos alteracions dins d’una
mateixa via no aporta avantatges addicionals per a les ce¢l-lules tumorals. (Pinyol et al.,
2007)

També s’han observat amplificacions i1 sobre-expressions del locus de la familia del
grup Polycomb™®, BMI-1 en alguns casos de MCL. Aquest gen sembla tenir un paper en
la regulaci6 del cicle cel-lular 1 de la senescéncia actuant com a repressor de
P16 4¥ARE “her tant, sembla ser que podria tenir un paper en la patogénesi d’alguns
MCLs.(Bea et al., 2001)

Per altra banda, s’ha vist també que la inactivaci6 d> ATM en cél-lules verges del
mantell pot facilitar el desenvolupament de la inestabilitat genomica i un augment de la
tumorogenesi en estadis inicials. Les mutacions d’ATM s’han descrit en un 40-75% dels
MCLs i generalment estan associades a la pérdua de 1’altre al-lel. Les mutacions afecten
principalment al domini PIK3* i donen lloc a proteines truncades que son inestables i
es degraden de forma rapida.(Schaffner et al., 2000;Camacho et al., 2002;Fang et al.,

2003) El fet que les alteracions d’ATM es donin en una freqiiéncia similar en totes les

variants citologiques de MCL indica que les alteracions en aquest gen sén un fenomen

70



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Introduccid

molt inicial o bé un fenomen que implica predisposicié en aquest tipus de tumors
(Figura 15).

Juntament amb ATM altres elements de resposta al dany al DNA estan alterats de forma
ocasional en MCL com CHK1 i CHK2. L’abseéncia d’expressi6 de CHK2 ha estat
associada a un nombre elevat d’alteracions genctiques, mentre que només s’han
identificat de forma puntual alteracions de I’expressié de CHK1.(Tort et al., 2002;Tort
et al., 2005)

També s’ha vist que I’expressio alterada de factors de llicencia per a la replicaci6 del
DNA (DNA replication licensing factors) esta associada a més quantitat d’alteracions
secundaries i a defectes en els checkpoints en MCL, justificant el perqué aquest tipus de
tumors toleren 1’inestabilitat genomica (Annex 9).(Pinyol et al., 2006) Finalment també
el gen AURKA ¢és un gen localitzat a la regi6 20q13.2-q13.3 1 codifica per una kinasa
reguladora de cicle que esta implicada en la formacié de microtubuls i en I’estabilitzacio
centrosomes durant la segregacid dels cromosomes. En MCL s’ha observat que la
sobre-expressio d’aquest gen també pot contribuir a les alteracions numeriques de forma

ocasional en MCL. (Annex 10).(Camacho et al., 2006)

Variant

Variant Tipica blastica

MCL

Limfocit B
Verge

O
L4

t(11;14)(g13;932)
CCND1

S

*

/ \ TP53 P16 CDK4 BMI-1
X X %* 4

x | = by

RB I
|

Figura 15. Gens implicats en la formacid6 1 progressio6 dels MCL
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Protocol CGH

Preparar la reaccié de nick translation®
1- En un tub de microcentrifuga Eppendorff afegir:
(20.5 -x) pl d’H,0 nuclease-free
x ul de DNA (800 ng)
5ulde 0.1 mM dTTP (10 pl de 0.3 mM dTTP + 20 pl d’H,O nuclease-free )
10 ul de 0.1 mM dNTP mix (10ul de cada de 0.3 mM dATP, dCTP i dGTP)
2,5 1de 0.2 mM Spectrum Green o 2 Red-dUTP (10 pl de ImM dUTP + 40 pl
d’H,O nuclease-free)
5 ul de 10X Nick Translation Buffer
7 ul de Nick translation enzyme (ultim i mantenint en gel)
(Volum total 50 uL)
2- Vortex*® i spin*’ de centrifuga
3- Deixar la reacci6 de nick: 1h-1h 15min al bany a 16 °C
4- Parar la reacci6: 10 min al bany a 70 °C
5- Correr 5 pul de cada tub + 5 d” HO i 3 ul Blue Juice 5X en un gel d’agarosa 1% (80
ml de TBE 1X, 0.8 g d’agarosa, 8 ul de bromur d’etidi)
(El smear™® ha de quedar entre 300 i 3000 bp o menys), si esta correcte parar la reaccio.

6- Deixar tubs en gel o nevera uns minuts

Preparar solucio desnaturalitzant pH 7 ( 45 mL formamida+ 5 ml 20X SSC (pH 5.3)
(66 g. 20X SSC + 200 ml d’ H»O, ajustar a pH 5.3 amb HCI, ajustar a volum final 250
mL i filtrar)+10 ml d” H,O milli-Q* ) i escalfar a 70 °C

Precipitar sondes

1- Barrejar DNA control i DNA tumor marcats en un mateix tub

2- Afegir 10 pn DNA Cot-1 huma (10 ng)

3- Afegir 0.1 volums de NaAc 3M

4- Afegir 2.5 volums d’etanol 100% fred 1 invertir

5- Deixar precipitar >15 min en gel o al congelador -20°C

6- Centrifugar 30 min a 12000 RPM a 4°C

7- Descartar sobrenedant, passar paper o turunda per parets del tub i deixar evaporar

alcohol a I’estufa a 37 °C, cap per avall fins que quedi sec del tot. (15 min)
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8- Resusprendre pellet a I’agitador en 12 pl de solucio A (50% formamida desionitzada
+ 50% master mix) MASTER MIX: 20 % dextra sulfat (2 g de Dextra sulfat, 1 ml de
20x SSC 19 ml d” H,O milli-Q)

9- Vortex i spin de centrifuga

Preparar metafases
1- Fer ratlla al mig del portaobjectes amb llapis de diamant per a separar el
portaobjectes en dos regions d’hibridaci6 (2 casos per cada portaobjectes).
2- Desnaturalitzar 6 min en soluci6 desnaturalitzant a 72 °C
3. Deshidratar: 1-2 min en etanol 70% fred ( Conservar els alcohols a -20°C)
1-2 min en etanol 90% fred
1-2 min en etanol 100% fred
4- Deixar secar a T.A.
Preparar hibridacio
1- Desnaturalitzar sonda 6min a 72 °C
2- Tirar la sonda sobre portaobjectes, una gota a cada meitat i cobrir amb cobreojectes
(24x24mm) cadascuna de les meitats de la preparacio
3- Segellar tot el voltant del cobreobjectes perque no s’evapori

Deixar hibridar dins una cambra fosca 1 humida 36-72 hores a 1’estufa a 37 °C

Rentats post-hibridacio

1- Treure la goma i el cobreojectes del portaobjectes

2- Netejar el portaobjectes durant 2 min en sol-luci6é 0.4X SSC/0.3% tween-20 (10 ml
de 20X SSC + 475 ml d’ H,O + 1.5 ml de NP-40, ajustar a pH 7 amb NaOH, ajustar a
volum final 500 ml)

3- Netejar 2 min en sol-luciéo 2X SSC/0.1% tween-20 a temperatura ambient (50 ml de
20X SSC + 425 ml d” H,O + 0.5 ml de NP-40, ajustar a pH 7 amb NaOH; ajustar fins a
un volum final de 500 ml)

4- Deixar assecar

5- Afegir 12 ul de DAPI II (Vysis) a cada meitat del portaobjectes

6- Cobrir amb un cobreobjectes (24x60mm)
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Protocol de cultiu de sang periférica

1- Es prepara un flasco que conté 8 ml de medi Chang, 0.8 ml de sang periferica 1 100

ul de TPA*

2- Un cop preparat els flasco es deixa a I’estufa a 37 °C al 5% de CO,, mig obert durant
72h.

*En el cas de cultiu de gangli o melsa es preparen 1-1.5 ml de mostra amb una concentraci6 > 15 X 10°

cel/ml en 5 ml de medi Chang amb complementat amb TPA

Protocol de cultiu de moll d’os

1- En el cas del cultiu de MO un cop arriba el MO es centrifuga a 1800 rpm durant 7
min.

2- Amb una pipeta es travessa el sobrenedant i s’aspira la capa més blanquinosa i
superficial agafant també uns quants hematies fins arribar a 0.5 ml 1 es posa a cultivar
en 8 ml de medi Chang complementat amb TPA (100 pul) a 37° al 5% de CO, amb el tub
mig obert durant 72h

Protocol de cultiu de cél-lules criopreservades

Descongelacid i cultiu

1-Descongelem les cel-lules criopreservades al bany de 37 °C durant uns minuts i en
agitacio.

2-Calculem les cél-lules totals (milions/ml)

3-Diluim les cel-lules en 8ml de medi

4-10 min a 1000 RPM

5-Treiem el sobrenedant amb el xuclador

6-Diluim el pellet en un flascé de Sml de medi complementat amb TPA (100 ul)
7-Calculem que quedi a una concentracié de 2x10%/ml

8-Deixem 72 h a I’estufa a 37 °C al 5% de CO; (tub mig obert)

Processament del cultiu i preparacié de les extensions
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1- Passades les 72h s’afegeixen 100 pl de Colcemid i es deixa el flasco a I’estufa durant
50 min (30 min en moll d’os)

2- Es passa el cultiu a un tub de plastic i es centrifuguen les cel-lules a 1500 RPM
durant 5 min

3- Es treu el sobrenedant (amb 1’aspirador) i es resuspen el boté cel-lular amb I’agitador
alhora que afegim 7-10 ml de soluci6 hipotonica KC1 0.075 M (2.76 g en 2 1) pre-
escalfada a 37°, deixant-se actuar durant 15 min al bany a 37°C

4- Es centrifuga a 1500 RPM durant 5 min

5- Es treu el sobrenedant i es resuspen el bot6 cel-lular amb 1’agitador alhora que es va
afegit Carnoy (Metanol:acetic 3:1) a temperatura ambient fins a 10ml i agitant bé el tub.
6- Es centrifuga a 1500 RPM durant 5 min

7- Es treu el sobrenedant i es resuspen el botd (repetir 2 cops)

8- Quan el botd esta net s’afegeixen unes gotes de Carnoy fresc fins a la concentracid
adequada.

9- Es fan marques amb llapis de diamant per emmarcar la gota i es deixar anar la gota
sobre el portaobjectes des de certa altura (30 cm aproximadament)

10- Es deixa envellir els porta over night (ON) dins I’estufa a 60°C o a temperatura

ambient (Si és tot el cap de setmana)

Protocol de Bandes G

1- Preparem tinci6 de bandes G (Buffer:Wright 3:1) (Buffer Wright: 4.53 g.de KH,PO4 1
5.93 g.deNaHPO, enrasat a 11/ Tincié Wright: 2.5 g de Wright diluits en 11 de metanol)
2- Posem 4 ml de la preparaci6 sobre cadascun dels portaobjectes intentant cobrir tota la
superficie d’aquest i deixem tenyir entre 1 1 2 min (variable).

3- Treiem el colorant decantant el portaobjectes i aclarem sota un raig d’H,O per les
dues bandes i sequem amb paper de filtre

4- Es comprova que la preparacié ha quedat ben tenyida i si ha quedat un bandejat molt
suau es torna a tenyir i si ha quedat molt tenyit es destenyeix amb fixador (Acid Acétic/

Metanol, 3:1) i si es torna a repetir el procés amb menor temps de tincio.

Protocol de FISH

1-Es col-loquen el portaobjectes durant 30 min en 2X SSC a 37°
2- Es passa el portaobjectes a la bateria d’alcohols del 70, 85 1 100% durant 1 min

3-Sequem el portaobjectes a la placa
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4- Passem 5 min en solucid desnaturalitzant a 72°

5- Posem el portaobjectes 1 min en alcohols de 70, 851 100% freds

6-Sequem portaobjectes

7-Escalfem 10 pl de sonda 5 min a 72 °C (De forma estandard: 1 ul de sonda, 7 pl de
buffer d’hibridaci6 i 2 pl d” H,O nuclease-free).

8-Apliquem la sonda sobre el portaobjectes, cobreobjectes, segellem i a la cambra
humida 24h a 37°C.

9-Passades 24 h realitzem els rentats post-hibridaci6 (2 min en 2X SSC T.A i 2 min en
0.4X SSC a 70°C) (Veure la preparaci6 dels reactius al protocol CGH).

Protocol de M-FISH

1- Posem el portaobjectes amb les extensions metafasique 30 min en 2x SSC a 37°C

2- 5 min en Pepsina 69.3ml d’H,O+ 0.7 ml d’HCl en 35pl

(0,1 g de Pepsina o Proteinasa K +1ml d’H,O- aliqliotes de 35 pl a -20%) a 10% a 37%
3- Posem el portaobjectes 5 min en 1X PBS a room temperature (RT) 2 min en
Formaldehid per a fixar a RT (57.6 ml d’H,O + 3.5ml MgCl, al 1 M + 7ml 10x PBS
+1.89 ml Formaldehid al 37%;volum total 70 ml)

4- 2 rentats en 1X PBS de 5 min a RT (20ml de PBS 10X + 180ml d’H,O; volum total
200ml)

5- Deshidrataci6 en etanol 70%, 85% 1 100% freds durant 1 min

6- Sequem el portaobjectes a la placa

7- 5 min en solucié desnaturalitzant

8- Posem 10 pl de sonda a escalfar a 70 °C

9- Deshidrataci6 en etanol 70%, 85% 1 100% freds durant 1 min

10- Sequem el portaobjectes a la placa

11- Posem la gota de sonda on hi hagi metafases (regié marcada préviament) posem el
cobreobjectes (24x24mm) i segellem amb cola al voltant per evitar evaporacio

12- Col-loquem el portaobjectes dins d’una capsa (cambra humida) a 37°C durant 24 h
13- Passades 24 h realitzem els rentats post-hibridacié (2 min en 2XSSC RT i 2 min en
0.4XSSC a 70°C) (Veure la preparacié dels reactius al protocol CGH)

Protocol de CGH array

Dia 1: Marcatge
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1- Marcatge de 300ng/pl Dna amb Cy3 els tumors (verd) CyS5 els controls
(vermell) amb Random primer.

2- Incubaci6 a 37°C ON
Dia 2: Purificacio
1- Parar la reacci6 amb Stop Buffer
2- Purificar utilitzant Spin-Columns (Pharmacia Amersham)
3- Comprovar que el marcatge a sortit bé mitjancant l'espectre o bé corrent els productes
en un gel d’agarosa.
Precipitacio
1- Ajuntar tumor i normal i precipitacid
2- Preparar un segon tub (tub 2) per evitar la hibridacié inespecifica, que conté Cot i
esperma de Salmo i1 també el precipitar
3- Precipitacio ON -20°C o 1 h a —80°C
4- Preparar els buffer de pre-Hibridaci6 1 d’hibridacid i posar a escalfar
5- Resusprendre els pellets en buffer d’hibridaci6 Fer la pre-hibridaci6 afegint el
contingut del tub 2 al portaobjectes préviament preparat per la hibridacid (marcs per
aguantar el volum de la hibridaci6)
6- Col-locar el portaobjectes en una cambra amb solucid de pre-hibridacio
7- Treure la pre-hibridacio tub 2
8- Posem la hibridacio afegint el contingut del tub 1
9- Col-locar el portaobjectes en una nova cambra amb solucié d’hibridacié 1 posar a

P’estufa a 37°C durant 48 h

Dia 3: Rentats post-hibridacio

1- Rentat 10 min en rotacié en PBS/0.05%Tween 20
2- Rentat 60 min en 50% Formamida/0.5X SSC

3- Repetir primer rentat

4-Centrifugar a 1500 RPM durant 5 min per a secar el portaobjectes

Dia 4: Escanejat

- Escanejat del portaobjectes amb 1’scanner AXON 4000B

Pautes:

- Els ratios de fluorescéncia son calculats després de 1’eliminacié del background

mitjancant el software GenePix Pro 4.1
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- Els spots son descartats sempre que la intensitat sigui més baixa que el doble de la
intensitat mitjana dels clons de Drosophila Melanogaster™

- Els ratios son calculats i normalitzats utilitzant el valor mitja dels clons dels
cromosomes autosomics.

- Les intensitats dels triplicats son comparades amb la intensitat mitjana del triplicat i
descartats en cas que variin un 10% de la mitjana.

- Els ratio final és la mitja dels ratios dels replicats sempre 1 quan hi hagi com a minim 2
replicats no descartats.

- Els llindars de guany i pérdua s’han establert en 0.26 pel guany i —0.32 per la pérdua

(valors en logy).

Protocol PCR guantitativa

1- Dissenyar plantilla (2 controls a cada placa), triplicat de cada cas i triplicat de control
negatiu.
2- Fer MIX a la campana sense gel, micropipetes automatiques, puntes coto

Mix en cada pouet per sondes no-assay by design:

Reactiu ALB (ul) TP53 (ul)
MMIX 12.5 12.5
primer F (10 um) 2.25 0.5
primer R (10 pm) 0.125 0.5
TagMan Probe 0.5 0.5
H,O 7.62 9

Mix en cada pouet per sondes assay by design

Reactiu B2M/ATM
MMIX 10
ASSAY 1

H,O 7

3- Repartir MIX, 23/ 28 ul per pouet.
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4- 2 uL. DNA (a 10 ng/ul) a cada pouet

5- Anar tapant les files amb els taps utilitzant pinces i sempre amb el guants nets amb

alcohol per evitar que la pols del guant no deixi passar la fluorescéncia a través del tap
6- Col-locar placa al suport de 7700 Quantative PCR

7- Obrir laser

8- Obrir software Sequence Detector

9- Introduir disseny de la placa. Sample Type Setup. STD, UNK, NTC amb FAM (per
defecte)

10- Thermal Cycle conditions: 25/28 ul

11- Un cop passat el programa (2h aproximadament), FAM, seleccionar tot i clicar a

Show analysis i Run.
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Reactius

Taula 7. Taula de reactius utilitzats

Nom del reactiu Composicio Técnica Casa comercial Referéncia
10X Nick translation
Buff(‘;:;,%%?é;l}? TP, CGH Nick translation
Nick translation kit ; CGH Cat.53232-801300
Nuclease free water, Kit -Vvsi
Nick translation 1L-Vysis
enzyme
4' 6-Diamidino-2-
DAPI II counterstain fenilindol CGH Vysis Cat. 53232-804831
diclorhidrat
. 4' 6-Diamidino-2- .
DAPI III counterstain fenilindoldiclorhidrat CGH Vysis Cat.32-804932
CGH Target Slides- 5 CGH Vysis Cat. 53232-806010
Slides
Spectrum Green d- CGH Viysis Cat.53230-803200
UTP
Spectrum Red d-UTP CGH Vysis Cat.53230-803400
Formamida CH;NO/HCONH, CGH Sigma-Aldrich Ref. 47670
Cot-DNA CGH Vysis Cat.1.581.074
RNAse DNAse free CGH Boehringer-Mannheim Ref. 1119915
20X SSC CGH Roche Cat. 1 666 681
M-FISH probe M-FISH Vysis Cat. 32-120099
RPMI 500 ml Cultiu Cambrex ref. 12-702F
cel-lular
Medi Chang Cultiu Irvine Scientific 91004
cel-lular
12-0O- Culti
TPA tetradecanoilforbol- e Sigma P8139
cel-lular
13-acetat
Colcemid Parada divisio Gibeo 15210-040
cel-lular
W300 Wright stain Blau Eosin Metile T1n01on andes Sigma 2735415
t(11;14) dual color FISH Vysis 32.231031
LSIATM /CEP11 FISH Qbiogene (Durviz) PONCI1111
LSI CCND1 FISH Vysis 30-191039
WCPY FISH Vysis 32-122024
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WCP 19

CEP 8 Spectrum
Orange

Kit d’extraccio de
DNA DNA mini kit

Sonda ATM- Assay by
design

Sonda B2M-Assay by
design
Sonda TP53 FAM
Primer Forward —TP53
Primer Reverse-TP53
Sonda ALB FAM

Primer Forward —-ALB

Primer Reverse-ALB

Primer Reverse ALB

Microamp AB

Optical Caps

Bioprime Labelling kit

Micro-spin G50
columns

Human Cot 1 DNA

Salmon testes DNA
Yeast tRNA

Humidity chambers

Random primers,
dNTPs,Cy3dUTP,
Cy5dUTP, Klenow

enzyme

FISH
FISH

Extraccio6 de
DNA

RQ-PCR

RQ-PCR

RQ-PCR

RQ-PCR

RQ-PCR

RQ-PCR

RQ-PCR

RQ-PCR

RQ-PCR
RQ-PCR

RQ-PCR

CGH arrays

CGH arrays

CGH arrays

CGH arrays
CGH arrays

CGH arrays

Vysis
Vysis

Qiagen

Applied Biosystems

Applied Biosystems

Sigma Genosys

Sigma Genosys

Sigma Genosys

Sigma Genosys

Sigma Genosys

Sigma Genosys

Sigma Genosys

Applied Byosystems

Applied Byosystems

Invitrogen

Pharmacia Amersham

Invitrogen

Sigma
Invitrogen

CAMLAB

32-120019
30-160008

Ref. 51304

Disseny propi

Disseny propi

Disseny propi

Disseny propi

Disseny propi

Disseny propi

Disseny propi

Disseny propi

Disseny propi
4306737

4323032

18095-011

275330-01

15279-011

D-9156
15401-011

RTP/7870
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Aparells

Taula 8. Taula d’aparells utilitzats

Nom de I’aparell Marca Utilitat
Bany fred Selecta CGH
Centrifuga 5402 Eppendorf CGH
Estufa 37°C Memmert Hibridacié- CGH, M-FISH,
FISH
) Parar reaccié de CGH, escalfar
Bany humit Selecta S .
Formamida i solucions de rentat
. . Per resuspendre DNA co-
Agitador Rotabit Selecta precipitat en soluciéo A ( CGH)
7700 Quantative PCR Applied Biosystems RQ-PCR
Sistema Milli-Q Millipore Obtencio6 d’aigua desionitzada
ND-1000 espectyrophotometer Nanodrop Quantificacié de DNA
Procés de purificacio DNA
Bany sec Selecta (RNAse)
Campana de flux cultiu Magnehelic Cultius cel-lulars
ISIS digital image analysis Software per a la captura de M-
system 5.0 Metasystem FISH, FISH
.. . . . Software per a la captura de
Cytovision Ultra station 3.6 Applied Imaging Cytovision
AXONGenePix 4000B scanner Axon Escaner per a la I'escancjat de
CGH-arrays
GenePix Pro 4.1 Axon Software per a I’escanejat
' d’CGH-arrays
Microscopi de fluorescéncia Leica Captura de CGH
Microscopi de fluorescencia Olympus Captura de FISH i M-FISH
Campana de flux Euroaire Realitzacio de PCR Quantitativa
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Obijectiu general:

L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral és estudiar les alteracions secundaries, tant
numeriques com estructurals, que presenten els limfomes de cél-lules del mantell
(MCL) aixi com estudiar I’influéncia d’aquestes alteracions en 1’expressié dels gens
situats en les regions alterades i en la supervivencia dels pacients que les presenten.

Obijectius concrets:

1. Estudiar alteracions cromosomiques en els MCL

- Determinar les alteracions secundaries nivell numeéric mitjangant técniques com
mCGH 1 CGH array.

- Determinar les alteracions estructurals en MCL utilitzant M-FISH 1 FISH 1
determinar 1’existéncia de possibles translocacions recurrents, a més a més de la
t(11;14)(q13;932).

- Identificar, mitjangant I’estudi citogenétic-molecular, els punts de trencament
recurrents en MCL els quals poden contenir gens relevants que poden tenir un
paper important en la patogénesi dels MCLs o poden estar associats a punts
fragils.

- Determinar la influéncia d’aquestes alteracions secundaries en 1’expressio dels

gens situats en les regions alterades per tal d’identificar possibles dianes dels guanys

1 perdues recurrents en MCL.

- Determinar la importancia a nivell pronostic d’aquestes alteracions genétiques

2. Caracteritzacio de linies cel-lulars de MCL que serveixen com a models
experimentals

- Estudi de les alteracions secundaries i punts de trencament de les linies cel-lulars

derivades de MCL

- Determinar els patrons de inestabilitat i I’heterogeneitat a nivell cromosomic de les

linies cel-lulars derivades de MCL.

3. Estudi d’alteracions secundaries de MCL amb leucemitzacio
- Elucidar si existeixen diferéncies en el patré d’alteracions cromosomiques en

funci6 de si els pacients amb MCL presenten o no leucemitzacio.
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TREBALL N°1

Alteracions genomiques i patrons de variabilitat en el cariotip
en linies cel-lulars de Limfoma de Cel-lules del Mantell
(Leukemia Research 30:923-924, 2006)
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Alteracions genomiques i patrons de variabilitat en el cariotip en linies cel-lulars
de Limfoma de Cél-lules del Mantell
Els limfomes de c¢l-lules del mantell estan genéticament -caracteritzats per
translocacions del locus 11q13 que conté el gen CCND1. Hem caracteritzat 5 linies
cel-lulars de mantell, JVM-2, GRANTA-519, REC-1, JEKO-1 i NCEB-1 combinant les
tecniques de CGH sobre metafase, CGH arrays i analisis moleculars. Els nostres
resultats revelaven guanys comuns de les regions: 2pl4, 9q31.2-qter, 11q13.1-q21,
13q14-q21.2, 13g34-qter 1 18q21.1-q22.1, 1 pérdues de 1p21.2-p31.1, 2p11.2, 8p21.2-
pter, 9p21.3-pter, 11q23.3-qter, 17p11.2-pter i 17q21.2-q22.2. Totes les linies cel-lulars
excepte JVM-2 presentaven un grau moderat o elevat d’inestabilitat cromosomica de
tipus numeric. A més, REC-1 mostrava una generacid0 de reorganitzacions
cromosOmiques continua que provoca l’aparici6 d’alteracions cromosomiques no
clonals, la majoria de les quals no es fixen en el cariotip.. De forma sorprenent NCEB-1
presentava diversos cromosomes de ratoli en el seu cariotip 1 mostrava expressio tant de
la proteina BCL-2 humana com de la murina. Els nostres descobriments indiquen que
aquestes linies cel-lulars presenten tres patrons diferents d’evolucié cromosomica en els

MCL que poden ser utils per comprendre la patogeénesi d’aquesta neoplasia.
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Absiract

Mantle-cell lymphoma(MCL) is genetically charactarized by 11913 chromosomal translocations involving the CONDT pene. We have char-
acterized five MCL cell lines, TWM-2, GRANTA-519, REC-1, JEKO-1, and NCER-1, combining metaphase and array Lulnpuruli!fc Benomic
hybridization, multicolor-FISH, and molecular analysis. Our resulls revealed common gained regions at 2pl4, Sg31.2-qter, [gl3. 1421,
13 14-q21.2, 13g34—qtar and 18q21.1-q22. 1, and losses at 1p21.2-p3L 1, 2pll .2, Hp?l.?—plcl_ 9p2 L3—pler, 11923 3—qter, 17pl1.2—pler.
and 17921.2—q22.2. All cell lines except IWM-2, displayed moderate or high numerical chromosome instability. In addition, an ongoing
level of chromosome rearrangements was observed in REC-1. Surprisingly, NCEB-1 carried several stable mouse chromosomes and showed
expression of hoth human and murine bel-2 protein. Cr findings indicate that these cell lines represent three patterns of chromosome evolution
in MCL and may be useful o understand the pathogenesis of this neoplasm.
€2 2005 Elsevier Lid. All rights reserved.

Kevwords: Mantle-cell lymphoma; Chromosomal instahility; Cell lines, Comparative genomic hybridization; Multicolor-FISH; Cell cross-contamination;, Cell
Tusion

. Intreduction part BOL-! rearrangement, which results in the overexpres-
sion of CONDT gene [1.2]. Experimental studies have shown

Mantle-cell lymphoma (MCL) is an aggressive lymphoid that CCNIDY can function as an oncogene bul ils tumongenic
neoplasm genetically characterized by chromosomal translo- and transforming properties seem o be less effective than
cations invalving the 11g13 region and its molecular counter- other oncogenes [3], suggesting that other mechanisms may

participate in the development and progression of MCLs. Dif-
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E-muail address: ecampo@clinic ubes (B, Campe). ative genomic hybridization (CGH) [6-10], and array-based
The withors contibuled equ: | CGH [11-13] have shown that MCLs carry high number of
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chromosomal allerations. Metaphase and array CGH analy-
ses have been very vseful to define common chromosomal
regions with changes in the copy number. In addition, M-
FISH is a very powerful tool that facilitates the karyvolyping
of tumor genomes and allows the identification of com-
plex chromosomal rearrangements, cryplic translocations,
and marker chromosomes undetectable by conventional cyto-
genelics providing a more precise gquantification of inter-
metaphase heterogeneily.

Genetic instability 1s a common feature of malignant
neoplasms and it is frequently charactenzed by numerical
chromosome abnormalities and struclural rearrangements
[14.15]. The spectrum of secondary aberrations in lym-
phomas may be influenced by the nature of the tumorn
Some tumors undergo marked chromosome rearrangements
whereas others may evolve by mechanisms that confer little
chromosomal changes, resulting in different rates of chromo-
somal evolution. To obtain a global overview of the genomic
instability and complex chromosomal alterations in these
turmors may require the combined used of different cytoge-
netic approaches that cover all numeric and structural aber-
rations. Unfortunately. this thorough cytogenetic approach
is difficult to perform in primary tomors due to the limited
amount of material ohltained in clinical samples. Lymphoid
cell lines are a good In vitro model that may facilitate the
analysis of complex karvotypes and patterns of genomic
instability providing helpful information to understand the
mechanisms involved in the pathogenesis of these tumors.

[ this study we have examined a series of MCL derived
cell lines using a combined analysis of melaphase and array-

based CGH and M-FISH. Our findings reveal a number of

new chromosomal breakpoints and reamrangements in MCL
and, in addition, they indicate that MCL as well as solid
turmors may present different patterns of chromosomal insta-
hility, One of the cell lines examined, NCEB-1, carried sev-
eral stable mouse chromosomes.

2. Materials and methods
21, Cell linex

The four MCL-derived cell lines GRANTA-519 (DSMZ,
Braunschweig, Germany)., REC-1 (kindly provided by D
Bastard. Roven. France), JEKO-1 (DSMZ. Braunschweig,
Germany), NCEB-1 (kindly provided by Dr Nielssen,
Copenhaguen., Denmark and Dr. M Rafleld, NIH, Bethesda,
MD, USA), and the B-prolymphocytic leukemia (B-PLL)
derived cell line TWM-2 (DSMZ., Braunschweig, Germarny ),
harboring the 1 11:14), were examined in the study. Several
studies have suggested that B-PLL is not a specific disease
entity bul a blastic variant of different lymphoid neoplasm.
Cases carrying the (11:14) translocation correspond most
probably to blastoid variants of MCL [16-18]. Cells were
grown in RPMI 1640 containing L-glutamine (Gibeo, Pais-
ley, Scotland, UK), except GRANTA-519 that was grown
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in DMEM medium (Gibeo), All culture media wene supple-
mented with 10-20% heat-inactivated fetal bovine serum,
penicillin-streptomycin (50 pgfml, Gibeo), and L-glutamine
(2mM, Giboo). All the cell lines were grown in a 5% carbon
dicxide and 98% humidity atmosphere at 37 °C. The doo-
bling time ranged from 24 to 48 h, and the cells were split
twice a week.

22 mCGH and aCGH

Metaphase CGH [19] hybridization, and digital image
acquisition, processing, and evaluation were performed as
previously described [7,20].

Custom made BAC arrays providing tilling path resolo-
tion at the Bpl2 region (54 cdones), 1-1.5 Mb coverage for
chr® (82 clones) and 10Mb coverage lor the rest of the
genome (285 clones) wereused [21]. A setof clones conlain-
ing “cancer-related” genes (34 clones) were also included as
well as Dresophila clones (6 clones) as controls for non-
specific hybridization. All the human clones were BACs
from the RP11 library selected from the 1 Mb clone set pro-
vided by the Wellcome Trust Sanger Institute { Hinxton, UK).
Drosophila BAC cones were obtained from the RPCI-98
library (hitpdfwww.chor.org/bacpacs). The protocols for the
array generation as well as those used for the DNA label-
ing and hybridization have been previously described [22].
Aqrays were scanned using an Axon 40008 scanner (Axon
Instruments, Burlingame, CA, USA). Fluorescence ratios
were caleulated after background subtraction using GenelPix
Pro4.1 software and the fluorescent intensilies were imported
into an Excel spreadsheet. Spots with intensity below twice
the median intensity of the Drovophila clones were rejected.
Test/Reference ratios were then caleulated and normalized to
the median ratio of the autosomal chromosome clones, Spots
with ratios more than 10% different from the median of the
triplicates were rejected. Ifa minimum of two spots of the trip-
licates were accepted the mean of the log2 ratios was calecuo-
lated and plotted against position in the chromosomes. Clones
were ordered according to the University of California-Santa
Cruz (UCSC) Build34 of the Human Genome Sequence. The
capacity of the array to resolve copy number alterations up
v the level of single copy change was assessed by selling
up appropriate control hybridizations using normal male and
female DNA pools as well as DNA from well charactenized
cell lines.

2.3, Fluorescence in sitw hybridization

M-FISH assay [23] hybridization procedure was per-
formed following the Wysis protocol (¥ ysis, Downers Grove,
L) with slightly differences [24].

A pancentromernic probe for human alpha satellite DNA
wias obtained and hybridized as previously described [15].
A mouse pancentromeric probe was also used in this study
according o manufacturer’s protocol (Cambio, Cambridge,
UK.
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2.4, Human and mouse SKY

NCEB-1 cell line was additionally examined with the
human SKY probe mixture according to the manufac-
turer’s protocol (Applied Spectral Imaging, Migdal Ha-
Emck, Israel). Image acquisition was performed on a SKY
Vision Cytogenetics Workstation attached to an Olympus
BX61 microscope with a 150 W Xenon UV light source. For
mouse SKY analysis of the NCEB-1 cellline, the mouse SKY
probe mixture from the same manufactorer was used. Images
were acquired with an SD300 Spectra cube (Applied Spec-
tral Imaging, Migdal Ha-Emck, Israel) mounted on a Leiss
Axioplan microscope using a custom designed optical filter,
SKY-1 (Chroma Technology, Brattleboro, ¥WT.

2.5 Meolecwlar studdies

To detect gene copy number alterations of ATM and TF53
genes we performed real-time quantitative PCR (RQ-PCR)
with genomic DNA using the ABI Prsm 7700 Sequence
Detector System { Applied Biosy stems, Foster City, CA). The
primers and probes used are listed in Table 1. Normalization
for the quantity of DNA was done performing simul taneous
ROQ-PCR for Bz-microglobulin (82M) and albumin (ALEY in
all cases. Each assay was determined by a comparative O
(cyele threshold) method, using the arithmetic formula pro-
vided by the manulacturer. As controls we used eight DNA
samples from peripheral blood and placenta from healthy
individuals. The ratios for ATM and TP55 genes relative
tor B2 and ALE were caleulated for each control sample.
For each gene. the cul-off ratio was sel as the mean ratio
of these control samples £35.D. units. Cut-offs of gain and
losses of TP53 and ATM genes were, | £0.22 and | £0.24,
respectively, Quantitative PCR For the INKLa/ARF locus was
performed as previously described [25]. Cul-olf was estab-
lished at 1 £0.2.

Tahle 1

Primers and Thgman probes used in the ROQ-PCR

Liocus Gene Sequence

4133 ALR FS-AGGGTAAAGAGTOGTOGATATGET

RS -CANTCTCAACCCAC TG TCAGUTA

F-CAAACGCATCCATTCTACC AACTTGAGCAT
11922423 ATM  FA-AGACCGCCANTCTOATGO A

R 3 -GOECCAGGAAADATOGAGTOA

F-CTCCAGAGTGGCCCTTR!

15g21.1 FaM FAGGAATTOATTTGGG AGAGTATT
R 5 -CAGOTOCTGOO T TACAATTTACTAA
F-AGTGTGACTOOGCAGATCATCCACCTTC
17pl3] P53 F5GOGACT TCT TAT CAA GTG GAA

RSCCC ANT TGO AGG TAA AAC AGT CA
FTITOCA GTC TAA CAC TCA AAA TGO CGT
T T

All probes labeled with FAM.
4 MGBE, minor binding grove probe.
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TP33 mutational analysis was performed in the five cell
lines. Exons 4-9 were amplified by PCR. Single-stranded
conformational polymorphism (S8SCP) analysis and direct
sequencing were performed as previously described [26].

Protein extraction and Western blot analysis was per-
formed as previously described [27]. Antibodies against
muring bel-2 (Ab-4) (Oncogene Research, Boston, MA,
USA) and homan bel-2 (Clone 124, Dako, Glostrup, Den-
mark) binding were detected using a chemiluminiscence
(ECL) detection system (Amersham, Buckinghamshire,
UK). Equal protein loading was confirmed with a-tubulin
blots.

3. Results

Al Cvtegenetic characterization of MCL cell lines by
M-FISH, aCGH, and mCGH

The genetic alterations of the five MCL cell lines were
comprehensively characterized by M-FISH, mCGH and
aCGH. The karyolypes were described according to ISCN
[28] nomenclature and the resulls are shown in Table 2
and Fig. 1. Breakpoints derived from M-FISH analysis were
strictly revised and matched with the results obtained from
the aCGH and mCGH analysis.

The t{11:143(gl 3:932) translocation was detecled in the
five cell lines including JEKO-1. Previous studies of this
cell line had identified a BCL- T rearrangement and CCNIDJ
overexpression but the translocation was not observed in
conventional cytogenetic studies [29-31]. In this cell line
the t(11:14) translocation also involved chromosome 17q,
der{ 141 1:14:17 g 13:g32:q11 0.

IWM-2 cell line had a diploid kayvotype with few sec-
ondary chromosomal alterations (Table 2, Fig. 245 M-FISH
analysis dentified the three chromosome rearrangements
previously observed [32]. However, the array and mGCH
allowed an accurate identification of all breakpoints and. in
addition, recognized gains at 2pl4 and 12q13.13.

GRANTA-519, REC-1, JEKO-1 and NCEB-1 cell
lines showed highly complex karvolypes, including
1020 chromosomal rearrangements. M-FISH analysis of
GRANTA-519 (Fig. 2B) revealed a rather uniform pseu-
dodiploid karyotype of 2n=35-43, with a modal number of
42 chromosomes in 14 out of 24 metaphases. Three complex
translocations  were  identified iwvolving chromosomes
[, 9, 120 13, and 14 in der Dig 101 2:14)(g23.3:p1 131 1.2),
der( 1 2)69:12)(g22. L:pl 2) derf 1300 1:9; 13)g23.3:p21. 1;pl 1.
An unbalanced translocation involving chromosomes 17
and 20 was identified in the majority of cells, and it was
associated with the loss of 17p. Furthermore, we identified a
hsr at 18q21, as it has been recently published [33]. This hsr
was concordant with the metaphase and array CGH results,
which showed a clear amplification at 18g21.2—q22.2, in a
region fanked by BAC clones RP11-8H2 and R 1-28F]
containing BCL-2 and FVTT genes, respectively (Fig. 21D).
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Tahle 2

Karyotype description and CGH data of the five MCL cell lines

Cell line mn Composile karyolype CGH

Gainzs Losses

W -2 46 46,200 11503 20022 uden S 3, 8) 2pl4, 3q13.1 1-qer, &p2l.2-pler
gl 3.0 Lp2L 2 1L T0gl 39320 14 121313

GRANTA-519 42 35 43<2n= X den L1214 ) 17q, 18, [8qg21-g22 Ip3d—pter, Ipl1-p3l.1, 1g23.3°,
Pl 11g23. 3 p 1 Lgl 1.2l Lipl 1p31.10] 24]. Qp2l1.3-p23, 9ql3-g21, 9g22.10,
del(10p35.3)[ 24 | den 30 3: 18p 1 Ligl 1.23]21]. 9g22.1%, 17pl1 . 2—pler, 15p, 20p,
WL 4 g L 30320 [ 24 aden( 1 20002, 120022, 1;p1 23] 24, 2ogl1.23

— 1223 ) denf 13 19 L 323, 3 p2 1. Lpl 13 23] — 14] 149,
— 1721 | den 17001 T 200pl 1. 2 11,230 21],— 18] 22],
har(1&830q2 1] 24 ].der 183 10; 183 21, —22[3 [[cp24]

REC-1 35 284 N -Y 5] -3 del i Diip2 1. 2p3 1. 1) [ 8] — 2[4 I pdd.2—pler, 5pl 5, 8y,  1p2l1.2-p3l11, g14.1-qler
derf 230 L 20p36. 2114 .17 der ({50 p 16 p 15 29 11, g LA 2—gpter, Spll.21-pter, 9p21.2pler,
=53] derm i SEnpl A 2250 7] - T 5] —B[4]. 12g14.1-q21.2, 10p12.2-pl4, 12pl3.2-pler,
den( 8 E8; 1 ip1 1.21:gl 33 &= 2].del(<ip2 .23 %], 1901 3—pler, znh 13qg1 ?---.|33". I.'iL|.'i.“1—~.|I-_'rh.
den D09 16q34pl D6 Lden™0e 9, 170g34;q 11 4], 15921, 2—qler, 1612, 1-gler,
del{ HNipl 2. 29— 11[8] deli 1 Daipl 13[3]. 17g21.2-q22.2", 18q22.1"

L4 g 1303 29[ T].derd 1 20081 20 L L;p 11100,
der( 12000121 31 5:77[8].

e 1 2901 217 3ip] 2. 20 L1]6E],— 13[9].—15] 7],
del(150g21. 20 6] den 1aa( 13163772 1] 3],

der LA 162200 1 2.1 1 2.3 4],— 17[3].

derf L7111 7aig L g1 19— LE[E].— 19]6] . —20[4].

—D1[4]-22[5].—22x 2 T|[ep1 2]

JEKD-] TG G9-Th Az, X e W X00p2 D1 4+del 20 0p2 10 2] 6], 1g21. 1-qrer”, 2pl4—pler, Ip21.2-p34.1, 2p11.2, 6yl 2—qler,
den X 11ig 72 g 130 [ P).den 11 200p ] Tag L1 9], 4q21.2—qrer, dp2 1.1, T931.2, 8p21.2-q23.29,
den L L;20pl gl D9 der (10122 L2 Lgter — Toen-g3l.1%, 8242 2-q24.3, 9p 21 3—pler,
ql1:2g37 — 2g11apl 1 — plec) [ 2]del(20gl 1117, Bp22 1-p23.1, Bq24.21, 11923 3—qrer, 12pl12.2-pl 3.2,
HdeliZugl D 7]+ L +den S5, 1200 pl4 ;g L3127, Qg2 2. 33y ler. 10, l4gq12-q23%.1, 16pl 1.2—pl 2.2,
del(530pl 132 der (Gis 1 Tapl g 111 1], 1 1pl3-pl 555 17p 11 2—pler, 1913, 3-gler”,
den 663 190 p L1772 9], Il —g21, 12q13.12, Xp2l-pler
den T4 Tig2 L2211 ] ader (T Tig2 .25 21 [ 8], 13g12.11-g21.2,
=825 11 el (9p L pler[1 1], 1334 —qlert, 14g32—qler,
der D LS 20 p32p L 1?0 8] den e 14 g2 2320 11 ], 15l 5—qler, 16pl13.1-pler,

+ der9uE 14w 22,93 2910, 18g21.1—+q22.1%, 19p, 20

der 1O 101 Depl 1133 [11].
e 1O 101 Dipl 1 1201 1]
e L1 1114 g 13320 11 ] Aden] 110011 1400g] 359320 8],
del(1 20p LIS den 130061 30p 1 1;p 13,
der 1 3E 1 30p Lp 1 102 7],
den 1 306131 30(pl 1p21,p 1 gl a[&],— 14[9].
der 14 101 L1400 g 13:p 1 10,
den 14 1141 Tg 130329 L1 3] der( 1400014,
Tupl Lgl 1|6+ 15[9+1 8] 8] — 19T ]+20[ 10] +21[5].
den 21021220 2%) ] 6],— 22[ 8] [epl 1]

NCEB-1 BT A3-0dedn XX 20 14].del X g1 315 —1[2]. Bp23.2. 8pl2. 9312, 2, 3.6, 9922.19, 10924, 1-gter.,
—O[15],—3[14].den 511(5:1 20 g3 22 1330 2] 13].— 6] 3], 12p11.22, 12921.33, 1123 3gter, 16, 17pl 3.1 p13 .39,
B[ 3] 4B 2[R 48320 [ 3].—9[4]. 13g14.2. 1724 1Tg21.2-g23.2%, 18, 20, 22, Y

den ;13003 1.2 1420 3x)[ 1 3],

derf 1 0 3w 24, L 120 20 1] den( ] Dn(X:1 1

gl 31 3 13 e 11311 g 130 130 20 [ 2] 121 1],
derf 1 2001 200 g3 1. 2 pl 300 2] 12].—13[4].

der 130121 3pl 3g14. 2] 3],

der( 1301 21 3np] 3ug 14 20 2x0] 9] — 14 [4].
L4 L 3320 2x) 1] — 15(2x)0|15]. —16[1 2],

— 160203 =17 14— 18[ 1441 2[3]. =201 2], =21 10].
=220 10],—220 2x)[ 3| [epl 5]

mn indicates the modal chromosome number. Chromosome ampliications detecled by conventional CGH are pointed out in bold.
1 Chromosomal alteralions detected exclusively by aCGH.
b hromosomal altertions delected exclusively by mOCGH, bocause of missing BAC clones covering those regions or bad hybridizalion in some BAC spots.
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Fig. 1. ldeogram of the disbibution of gains and losses of genetic material detected by metaphaseCGH and amayCGH, and distribulion of the breakpoints
identifizd by M-FISH of the fve MCL cell lines analyeed (. GRANTA-S19: |, REC-1; . NCEB-1: . JEEO-1; . JWM-2). Lefl-sided colored bars
comespond to genetic losses whereas right-sided bars indicate genetic gains. Bold bars indicate amplifications. Breakpoints are indi cated with an aslerisk ().

REC-1 cell line showed a hypodiploid karvotype with
a modal number of 35, Our combined mCGH. aCGH, and
M-FISH approach has improved the previous cylogenetic
description of this cell line (http:fwww.dmszde). Nine-
teen chromosomal markers were identified although none
of them were present in all metaphases (Fig. 2C). M-FISH
detected several chromosome losses in ditferent metaphases
not detected by array and mCGH probably because they were
heterogeneously distributed among different cells ( Table 2).
Amplifications at 1p36 and 1 1g13.2—qter were detected by
both mCGH and aCGH. M-FISH showed the loss of an entine
chromosome 13 with a fragment of this chromosome translo-
cated to chromosome 12, The mCGH profile showed the
loss of a chromosome |3 maintaining a normal cytoband
13931-g32 profile. These results suggest that the translo-
cated fragment may contain material from bands 13g31-g32
(Fig. 2E). Similar findings including the loss of chromosome
|3 maintaining cytoband 13932 and the presence of selec-
tive gains and amplifications of 13932 have been observed
in several MCL., suggesting that this band must contain and
mportant target involved in MCL pathogenesis [7].

JEKO-1 cell line displayed the most complex karyolype,
with a modal number of 76 (Fig. 2F). Curlously, the ini-
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tial eytogenetic characterization of this cell line showed a
pseudodiploid karyolype composed of 40-41 chromosomes
[29]. Several alterations observed in the orginal descrip-
tion of the cell line were also presented in the current study
supporting the idea of a clonal evolution. However, most of
the structural chromosome markers appeared now duplicated
in some metaphases, indicating that tetraploidization may
have occurred afier an endoreduplication process. Onee the
cell had endoreduplicated., aneuploidy events lead 1o numer-
ical alterations alfecting both normal and marker chromo-
somes. Furthermore, chromosome rearrangements involved
not only normal chromosomes, but also chromosome mark-
ers, which appeared as re-rearranged markers. Almost all the
chromosomes were alTected by some structural or numerical
alteration, especially chromosomes 1. 6, 9. 10, 13 and 14.
Amplifications at 6p21 detected by BAC RPL1-54015 and
at 8q24.21 bordered by BAC clones RP11-2812 and RP11-
440N 18 region that includes C-MYC gene were detected by
metaphase and array CGH.

NCEB-1 cell line showed anear-tetraploid karyolype with
a modal number of 87 chromosomes (Fig, 3A). Chromo-
some ¥ was the most represented in the karyolype, with
elght copies. All the structural chromosome markers, except
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Fig. 2. (A Pseudocolored karyolypes abtained by M-FISH of the cell lines I%WM-2, GRANTA-519, and REC-1. (I3} Amplification of chromosome
18g21.1-q21.3% in MCL cell line GRANTA-519. This amplification containing BCE-2 and FVI-J is bordered by BAC clones RPL 1-8H2 and RP11-28F1. (E)
Example of the extra information that the integration of mCGH and M-FISH technigues provides: REC-1 cell line shows loss of one chromosome 13 and an
amplification of 13g31-g32 region located in the derivalive chromesome 12 as M-FISH results show. (F) Karyolype of the JEKO-1 cell line.

del(X)(q13). appeared in duplicate or even in triplicate in 320 NCEB-T cell line contains seve ral mouse

some metaphases. This observation suggests that almost chromosomes

all the structural abnormalities were acquired before an

endoreduplication process that may have caused the poly- Interestingly, NCEB-1 contained 5-8 fixed unidentified

ploidization. acrocentric chromosomal markers by M-FISH (Fig. 3B). In
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Fig. 3. i A) Preudocolored karyotype of the NCEB-1 cell line. (B) A representative illustration of o NCEB-1 metaphase after hybridization. Note that the
chromosomes pointed with a red wrowhead are only stained with AP and did not hybridize with any Aoomochrome of the M-FISH probe mixime. (3 A
represenlative metaphase of MO EHR-1 after hybridization with a human panceniromeric probe, Whibe amowheads are showing chromesomes withoul human cen-

tromere sign;:

1l ¢ 10 Metaphase of NCEB-1 with prominen! mouse centromere <signals in seven chmomosomes after performing FISH with mouse pancentrome ic

proshiz, () Mouse SKY approach allowed us o identily the mouse chromosomes mesiding in the mman MO NCEB-1 cell line.

addition, these chromosomal markers were not identified by
a human SKY analysis and failed o be recognized by a
human pancentromeric probe (Fig. 3C). The lack of identifi-
cation with several human probes, the characterislic features
of the centromeres and morphology of these markers sug-
gested that they might correspond Lo mouse chromosomes,
To confirm this idea. we hybridized the metaphases with a
motse-specilic o-DNA probe thal gave a positive signal in
all those chromosome markers { Fig. 3D). A mouse SKY anal-
ysis identified these markers as chromosomes 1, 2,9, 10, 12,
[4, 16 and 19 (Fig. 3E). They were apparently not rearranged
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wilth human chromosomes and they were present in all the
metaphises,

Although we initially observed lhese murine chromo-
somes in the cell line received from Denmark. we confirmed
the presence of the same murine chromosomes in a new strain
ol NCEB-1 from the laboratory of Pathology, NCI, Bethesda.
USA.

To determine whether murine genes could be expressed
in this cell line we examined the presence of murine bel-2
protein. This geneis located al murine chromosome 1, present
in the cell line. A Western blot analysis showed that NCEB-1
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= i The different MCL cell lines showed a heterogeneons
5 & degree of karyotype variability among the metaphases
E = - E o examined. Regarding numerical alterations, a stable modal
% i H 2 = chromosome number was observed in JWM-2, whereas
= = @ & = GRANTA-519, REC-1, JEKO-1, and NCEB-1 displayed
a large number of metaphases with different number of
Murine-beh-2 —- | (S _— chromosomes ITom the modal number (Table 3). Besides,
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Fig. 4. Weslem hlot analysis of murine and human bel-2 expression in four
cell lines. Murine-bel-2 expression was only detected in the human NCER-1
cell line,

expressed both human and murine bel-2, indicating that genes
present in murine chromosomes are expressed in NCEB-1
(Fig. 4).

A3, Minimal common altered wegions

After combining M-FISH and CGH data., we defined min-
imal common regions of losses and gains, and frequent chro-
mosome breakpoints in MCL cell lines (Fig. 1), Recurrent
copy number changes were defined in this study as the min-
imal commoen regions of gains and losses in at least two cell
lines. Thus, common gained regions were 2p 14, 993 1. 2—qler,
Igl3l—g21, 13g14—42 1.2, 1 3g3d—qter and 18q21.1-g22.1,
and common losses were located at 1p21.2-p31.1, 2pl 1.2,
Bp2l.2—pter, 9p2L.3—pter, [1g23.3qter, 17pl L.2—pter, and
17921.2—g22.2, Although there was a repeated gain at
12g913—q14 in several cell lines there was not a common
region between them. Common breakpoints in at least two
cell lines detected by M-FISH were located at 1p31.1, 9p21,
922, 11gl3, 12pll—pl 2, 14932, 152122 and 17g11.

Table 3

JEKO-1 and NCEB-1 displayed a near-triploid and near-
tetraploid karyotype, respectively, suggesting that aneuploidy
15 @ common evenl in these cell lines. These cell lines also
showed marked differences in structural allerations. Inter-
cellular variability in chromosome structure was assessed
by counting the mamber of non-clonal structural rearrange-
ments divided by the number of metaphases examined [34].
IWM-2 showed the most stable karyolype with absence of
non-clonal structural aberrations. GRANTA-519, JEKO-1,
and NCEB-1 displayed several chromosome markers but
almost all of them appeared clonally in all the metaphases.
The number of non-clonal aberrations was six in 24 (23%)
metaphases in GRANTA-519, 4 in 15 (27%) metaphases
in NCEB-1, and 5 in 11 (45%) metaphases in JEKO-
l. indicating a low or moderate level of ongoing stroc-
tural instability. On the contrary, REC-1 showed a high
number of non-clonal aberrabions with 10 0 12 (83%)
metaphases, suggesting a high level of ongoing structural
instability.

35 Molecular analysis

A molecular analysis of TP53, ATM and INE4a/ARF loc
was performed in these cell lines (Table 3). Although previ-
ous studies have nol detected TFP55 mutations in JEKO-]
[30]. sequencing of TF57 gene in this cell line revealed
one bp deletion in exon 4, codon 58 and 59, producing a
stop codon at 122-123 (Fig. 5). Similarly, we recognized a
mutation in the TP53 gene in NCEB-1 céll line harboring

Cytogenetic variahility and genomic allemlions in mantle-cell lymphoma cell lines

Cell line Cylogenelic alterations Molecular alterations

mn'Ploidy  mn Non-clonal  TP55 gene INEHaARF locus ATM gene
variahility  structural — - — - — -
%) '.':lri:lhiIiI:.'h Al H Gene stalus al"(GH Gene al’GH Giene
slalus status
IWM-2 46/2n - - wi wl wl wt wl
GRANTA-519 422n— 41.6 0.25 delf 17)(pl 1.2-pler)  delfwt del(9ip21.1-p237 Hom wl wi®
del
RELC-] 352n— .G 083 wi deli®ip2l.3—pter) Hom dup(l g l13.2-qler) Amp
del
JEKID-] T& 30+ 545 045 deli 173(pl 1.2—pler)  delfimul DE8-59) deliip21.3-ptery Hetdel dupilligl3.2-qgter) Amp
NUCEBR-1 ATli4n— 733 n.27 delf 17)pl 3.1-p1 3.3 delimun 22006 — A) wi wl delil Tig23.3—qler)  Del

mn: modal number; wi: wild-type: del: deletions, mut: mulated;, Hom del: homoeygous deletions; Het del: heterogygous deletions: Amp: amplified, Del: deleted.

? Percentage of metaphases in which the chromosomes number is difierent from the modal number.,

b Number of non-clonal structural regrrangemenls per cell.
©GRANTA-519 carries the ATM gene mulation 5494C — T, [50].
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Fig. 5. (A) TP53 exon 4 sequencing analysis of JEKO-1 showing a 1 bp deletion betwoen codons 58559, resulting in a stop codon in positions 122-123. (B

IMustration of the loss at 17p detected by mCGH and aCGH in TEKO-1 cell line.

a G-lo-A substitulion at nucleotide 220 in exon 6. A con-
cordant 17p13.1-13.3 deletion was observed in these two
cell lines by aCGH. GRANTA-519 showed a 17pl1 ] —pter
loss detected by mCGH and aCGH that was previously con-
firmed by FISH analysis with a specilic TP53 probe [35] and
guantitative PCR of the TP55 gene. suggesting that the 1 7p
loss included a TP53 allele. However, sequencing analysis of
exons 4-9 of TP53 gene did not reveal any nucleotide change.
Mo alterations were observed in the other cell lines. Homozy-
gous deletions of the INKSaARF locus were detected in
GRANTA-519 and REC-1 whereas only a hemizygous loss
was observed in JEKO-1. JWM-2 and NCEB-1 showed a
normal INKL4a?ARF gene dose. Concordantly with the cyto-
genetic observation of the 1122 region, REC-1 and JEKO-]
showed an amplification of ATM gene, whereas NCER-]
showed an allelic deletion (Table 3).

4. Discussion

In this study we have characterized cylogenetically five
MCL cell lines by M-FISH, mCGH, and aCGH. Genetic
gains and losses detected by metaphase and array CGH
mmproved the resolving power of M-FISH providing a
detalled description of the chromosome markers of these cell
lines, Inthe study we have identified new chromosomal alter-
ations and determined the ongin of previously unidentified
rearrangerments, and the location of the breakpoints of most
of them. Thus, we have identified new breakpoints located
at 1p3ll, 9922, 13g13, 15g21—422, 17911 and 17g21.2
by combining the three lechniques. New breakpoints only
detected by M-FISH, but not by aCGH, were located at 1932,
dpl6, Spll, 5pld, 6g25, 9p23, 9g34, 10pll and Xg22, as
a result of balanced translocations. In addition, the major-
ity of aCGH discontinuities were conlirmed by M-FISH
excepl 8923.2, 8g24.22, 8g24.3, 1lpl3, 11plas, 11g21.
[1923.3, 12p12, 12q12, 13g13.3, 13922, 13933, 17g21.2,
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17922, 17923.2, 189221, probably generated by interstitial
duplications and deletions not detectable by M-FISH.

In addition to the findings in previous aCGH stod-
ies [36-=38], we have identified new minimal common
regions of gain at 13g3d—qter, and loss at 11g23.5—qter
and 17921.2—q22.2, Moreover, we conlirm the previously
deseribed high-level amplification at 18921 in GRANTA-519
[33]. By means of aCGH, we bordered the amplified region
at 18g21.1-g21.33 that contains BCL-2 and FVT.

The chromosomal imbalances observed in these cell lines
are relatively concordant with the aberrations observed in pri-
mary MCL [5-8.13.37.38]. Only gains at 2pl4, 13g14—q21.2
and 13g14.34, and losses at and 17g21.2-g22.2 were
restricted to these cell lines and not detected in previous
MCL CGH analysis. Partial deletion of 1p, 6g, 9p, and 17p.
and breakpoints at 1p21-p22, 1p31-p32. 1921, 6g11-gl5.
6023-q25, Bq24, 9p2l-p24, 11gl3—g23, 13gl2gl4, and
[7pl2—pl3 found in these five cell lines were in agreement
with previous cylogenetic studies [39].

Our current study defines subsets of in vitro patlerns of
karyolypie varlability in mantle-cell Iymphoma cell lines
according to chromosomal rearrangements, similarly to what
has been described in several types of solid mors [40].
Firstly, I¥M-2 had a stable karyotype. Secondly, GRANTA-
519, NCEB-1 and JEKO-] cell lines were numerically het-
erogeneous, but did not display a significant ongoing level
of structural abnormalities. GRANTA-519 displayed numer-
ical heterogeneity with the prevalence of a single clone
population. NCEB-1 presented a near-tetraploid karvolype.
with an evidence of genetic selection for some aneuploidies
alfecting chromosomal markers and whole chromosomes,
e, der(9t9:13) and chromosome 8, respectively, JEKO-
| showed a near-triploid karyolype, exhibited substantially
more structural changes, specially affecting chromosomes
. 6.9 10, 13 and 14, and the percentage ol non-clonal
structural rearrangements was slightly higher than NCEB-1.
Duplicated chromosome markers indicate that this cell line
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also became letraploid beforehand, bul numerical instability
led to evolve o a pseudotriploid karyolype. Finally, REC-1
showed an unstable karyotype, with a high degree of numeri-
cal and structural variability between metaphases, consistent
with ongoing chromosome instability. REC-1 appeared with
ahigh incidence of aneuploidy asa pseudodiploid karyoly pe.
The apparently large number of non-clonal alterations is the
reason o consider the high degree of structural chromo-
some heterogeneity in this cell line. As it has been previ-
ously postulated, genetic heterogeneity is a feature of cancer
cells that most likely eases its adaptability [14.41]. Further
studies in MCL patients should clarity whether these pat-
terns of chromosome instability are also present in primary
turmnors.

Cancer cells may become tetraploid in different ways,
including mitotic amest, failed cylokinesis, spindle defects
and endoreduplication. Endoreduplicated metaphases are
those in which one can see four chromatids in each chromo-
some. Despite this rare event, we considered that metaphase
spreads showing all or most of the chromosomal markers
duplicated and did not show ahigh level of ongoing aneuploi-
dies, could be previously involved in an endoreduplication
cyole. According to this definition, NCEB-1 cell line might
be a good candidate to fit with this description. Similarly,
JEKO-1 displayed a near-triploid karyotype, but it may also
come up from a previous letraploidization, becanse several
chromosomal markers are duplicated, even in three or four
copies.

Molecular studies in MCL have demonstrated frequent
inactivation of INK4a/ARF and TP53, particularly in aggres-
sivie blastoid variants [42-45]. TP53 mutalions are mainly
detected in umors with wild-type INKdaARF [26.46].
The study of these genes in the MCL cell lines showed
also a similar alternative pattern of alleralions since we
detected TP mutations in JEKO-1 and NCEB-1 with wild-
type INK4a/ARF, whereas GRANTA-519 and REC-] had
homozyeous deletions of INE4a/ARF locus with wild-type
TP53. Interestingly, TP53 mulations were observed in the two
cell lines with polyploid karytolypes suggesting that inacti-
vation of this gene may facilitate the development of this
phenotype. TP53 mulations are usually associated with dele-
tions of the other allele. GRANTA-519 had a heteroey gous
deletion of TR53 confirmed by FISH and guantitative PCR
but no mutations were detected in exons 49,

The finding of mouse chromosomes in the NCEB-1 cell
line was unexpected. The source of these chromosomes is nol
clear. The fact that we detected them in two different stains
from different laboratories apparently notinterconnected and
they have been also observed n a third laboratory (Dr. E
Bertoni, Bellinzona, Switzerland, pers. commun.) suggest
that this contamination may have occwred early in the gener-
ation of the cell line. Interestingly, this cell line was originally
seeded onmouse peritoneal macrophages that may have gen-

erated occasional cell fusions and subsequent stabilization of

mouse chromosomes into human cells [47]. Intra and inter-
species cross-contaminations in human cell lines have been
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extensively reported [4349]. However, we are not aware of a
previous observation of stable murine chromoesomes fused in
ahuman cell line. In addition, we have also demonstrated that
murine genes might be expressed in the NCEB-1 human cells.
NCEB-1 cell line has been previously used in several studies
as an in vitro model for the study of MCL, but unfortunately,
none of them performed a thorough cylogenetic analysis.
The possible influence of expressed murine genes should
be evaluated carefully in biological experiments using this
cell line.
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TREBALL N°2

Les alteracions secundaries especifiques en Limfoma de
Cel-lules del Mantell proporcionen informacio pronostica
independent de la signatura de proliferacié calculada a partir
de I’expressio.

(Journal of Clinical Oncology 25:1216-1222, 2007)
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Les alteracions secundaries especifiques en Limfoma de Cel-lules del Mantell
proporcionen informacié pronostica independent de la signatura de proliferacio

calculada a partir de I’expressio

Utilitzant Hibridacié genomica comparada (CGH) hem investigat les alteracions
genetiques de 71 pacients amb MCL CCNDI1- positius 1 6 pacients de Limfoma de
cel-lules del mantell CCND1- negatius préviament caracteritzats mitjangant el seu perfil
d’expressid. Les alteracions més freqiients en MCL sense expressio de CCND1 foren
els guanys de 3q, 8q 1 15q. 1 les perdues de 1p, 8p23-pter, 9p21-pter, 11q21-q23 1 13q,
que també van ser les alteracions més freqiients en els MCL convencionals, donant pes
a la idea de que aquests dos tipus de MCL pertanyen a la mateixa entitat biologica.
L’estudi paral-lel dels resultats de CGH i de les dades d’expressio va demostrar que les
alteracions cromosOmiques tenen un impacte significatiu en 1’expressié dels gens
localitzats en les regions alterades, sent alguns d’aquests gens relacionats amb
proliferaci6 i reparaci6 de dany de DNA.

L’analisi de factors pronostic va mostrar que la signatura de proliferacio, el nombre
d’alteracions cromosomiques, els guanys de 3q, les perdues de 8p, 9p 1 9q tenien un
valor predictiu en la supervivéncia dels pacients. Un analisi multivariat va mostrar que
la proliferacié és el predictor més fort de curta supervivéncia perd que els guanys de 3q
i les perdues de 9q proporcionen una informacié pronodstica que és independent de
proliferacié, augmentant el seu valor predictiu.

En conclusio els MCL CCNDI-positius 1 els CCNDI-negatius comparteixen les
mateixes alteracions secundaries donant suport a la idea que corresponen a la mateixa
entitat biologica. La integracio de la signatura de proliferaci6 i la informaci6 genética de
les regions 3q 1 9q augmenta la habilitat de predir la supervivéncia en els pacients amb

MCL.
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ORIGINAL REPOQRT

specihic Secondary Genetic Alterations in Mantle Cell
Lymphoma Provide Prognostic Information Independent

of the Gene Expression—Based Proliferation Signature

Tizigr Saheverria, Andreas Zettl, Silvin Bei, Victor Moreno, foam Vaalls, Blewer Fantveeve, Gernae OF
George Wight, Arvwoncd Lopes- Guillerso, Waeg . Claw, Dennis D, Weisenbirgen, Roady D0 Gascopee,
Thowas M. Grogan, Jan Delabie, Elviee 5. Jaffe, Emii Mongserrat, Hans-Eonrad Muller- Hermelink,
Loniis M. Stawelt, Avelrews Rosenwild, wud Elies Compo

& B 5 T R & ©C T

Purpose

Ta compars the genetic relatiorship betwesn oyclin 01 -positive and cyclin O -negative mantle
call lymphomas (MCLsl and 1o determmine whether spacific genetic dterations may add prograstic
infarmation 1o survival prediction based on the proliferation signature of MCLs.

Patients and Methods

Seventy-one cyclin 01 positive and s cyclin D1 -negative MCLs previously characterized by gene
sxpression prodling were examinsd by comparative genomic kybridization [2GH).

Resulis

Cyclin O1-negative MCLs wers genetically characterized by gains of Jg, g, and 15g, and losses
aof 1p, Bp23pter, Bp21pter, 11921923, and 1234 that were also the most commen alberations in
conwentional MCLs. Parallel andysis of CGH aberations and bocusspecific gerne expression
prafiles in opclin O -pasitive patients showed that chromasomal imbalances had a substantial
impact an the expression lewsls of the genes located in the altered regors. The analysis of
prognostic factors revealed that the proliferation signature, the number of chromosomal aberra-
tions, gains of 3, and losses of Bp, 9p, and Bq predicted survival of WCL patients. A multivariats
analysis showed that the gene expression-bassd proliferation signature was the strongest
predictor for shorter survival. Howewer, Jq gains and 53 losses provided prognostic informatian
that was independant of the praliferative actiity.

Conclusion

Cyclin O -pasitive and —negative MC Ls share the zame secondary genstic aberrations, suppaorting
the concept that they comespond 1o the same genetic entity. The integration of genetic
infarmation an chromasome Jg and 29 alterations into a proliferation signature-bassd model may
imprawe the ability to predict survival in patients with MCL.

J Ol Oneod 26:T276-T222. @ 2007 by American Sooely of Clinicel Cneofogy
Ing conventonal otogenetics,'™ comparative

genomle bybridiaton (CGHLS™ and array-
Fased CGH'YY have revealed a high number of

Mantle cell lymphoma (ML) 15 an apgressive
B-cell nen- Hedgkin's rmphoma that makes up
504 to 10% of all uam an B-cell lrmphomas, MCL
1= genetcally characerzasd by the chromosoamal
translocation 1114 (13222 im mealing In
uxtposttion of the cydin D1 gene and the 1m-
munoglobulin hemey chaln enhancer, leading o
comstitutive overexpression of cvclin 0.7 In ad-
dition te cyclin D1 deregnlation, secondary chro-
mosomal alteratons also play a pivotal tole In
MCL lymphomagenesis (e, by disturbing the
highly coordimatad cell ovele regulation or the
response to DA damage).” Varlous studles us-

such secondany chromosomal allerations in MCL,
Including gains In 3q. 4p. 7p. 8q. 10p, 120, and
18 as well as losses of 1p, G, Sp, 99, 9.1 14, aned
134, Cruclal trget genes such as pra"™ n
opz LM M- I 10p1 2, ATM In 11223,
COE I 12q14,°" and p53in 17p125 = have baen
identified. I addition, alterations ina mumber of
chromosomal regions show a clear associallon
with the dinical course of MCL patents,™ =
In contrast to oyclin P1-positve MCL, data on
fenelle alterations in the recently defined small
subgronp of cycin 11 -negative MOL 1s lacking. ™

Information dewnloaded from joo ascopubs.org and provided by L HOSPITALET DEL LLOBREGA cn Seplember 12, 2007
from
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Chromosomal Imbalances in KCL

Recenthy, the Lenkembe amd Lymphiomma Moleonlar Profling

Project conducted acomprehiensve gene expression profling shady of

MCLspedmens and identifed the proliferation sigreiure i a biologic

Inbegrator of varons cncogenlc events andas a powerful predictor of

survhval, allowing the definitlon of prognostc snlssronps that differ in
medlan survival by more than 5 vears™ However, the oorrelation
bebwieen the gene expresslon-—based measurernent of tuwmor cell pro-
Ieration {proliferton signaire] and underlyng secondany genetic
alteratiors in MCL Tas not vat been elcldatad. Secomdany chrome-
sormal alteratons may deregulate a large numbser of genes that info-
ence the bislogic behavior of the tmor, [noa previous study In
diffuse large B-cell bmphoma, we demonstrated that chromo-
somal aberrations had a subsantal impact on the expression pro-
fle oflccns-spectic genes and Improved the predictive value of the
gene expression-basad prognostc moda ™ In the present stody,
wi performed CGH anabsls in 77 primany MCL patient samples
(71 cyclin D1 -positve and skx orclin D -negative cases ) that were
studled previcusly by gene expresslon profiling™ 1o address fhires
spectiic questlons. First, we investga ted whether the global profile
of genetic alteratlons In cvelln D -negatlve MOL™ 15 simillar to
cormven tomal MOCL overexpressing ovclin D, Second, we exam-
Ined the influence of Individual Chromosomal aberrations on spe-
cliic pene expression changes Flrally, we evaluated whether
spectfic secomdary genetlc alleratlons may provide prognostic in-
formatlon Independent from the proliferation signature and,
therefore, Improve the predictsd surtval of MOL patients,

Patient Charzctaristics

We stulied ¥7 ontreated MOCL patients who lad ban characlerized
previcnsly by gene expresdon profilivg os ng the Lym phechip <0 A micra
array | Maticnal Irstitutes of Health, Bethesch, M55 The amalysis of genetic
alberations of thes: patients bas nal been poblished previoosty, Tamors were
selected far the suchy an the sole basis ofaswai bikility ofgencmic DN A obained
simullaneoely with mEN A extraction fram the same frozen tissne nsed for
Fene expression profilive, Sovanty-one imors were dassified as oelin D
postive MCL (58 chsdcal and 13 Basteid varianis=) and [@x mmers were
clasdhed as cvclin D -negative MOCL Cvclin D0 -positive simiples ad been
aralyzed previomdy by el -time quantitative polymarese chain rection
(PR o boeses of IIn.-,llI-:-”‘H'..-'.IJ..'.:lmI,lli'i_u.n.-lu'-\.i.""Ih.-|lr\-.-|i|-.'r.|l'h.-|1
sigature of all samples wis alobbsl wdng the expresion ks of 20
proliferation asecibal paes,” Thus, the proliferation signatare was built
aconlimmens wnable. mnging from — 131 ba L5, Pationt=with a praliferation
stgrubnre belose the median [ =00 ) were carsidersd asthe low proliferation
gromp, whereas those with the index above the medion vwere considerad as the
high proliferation group.

Climical chta were dbilainal rom all patiasls acording 10 a protoo]
appraved by the Natiomal Cancer Institute Instintiom | Review Board.

CEH

CIGH was performed wEng a commercially mailable OGH kil provided
by Wosis [Dawners Grove, IL). Hybridizations and digital image acquistion,
precessing, and svalmtianwere performed cn a Cytevisgon Ulera Worksation
[Applisl Inagirg, Sunderlandl, United Kirgdom) as describal provionsy.”
Sigmal ratios grester than 1.25 ar les than 0,75 were congderad o chromae
safrml gaires or s, respectivdy, Fatios exceding 1.5 andfor strong focal
sigruls with the ratio profile showing over-representition were considersl as
high-level DA amplifications. Complate CGH data ane availbibde at hip
weww ncbinlmnih gene'soy.

WH . g

Statistical Analysis

The asaciation between losmes of Sp, 11g, and 17p as dasctal by OGH
and bosses of the pIE™% ATAL anl 53 kaci anahral by o POR 3was ealn
atesl veing x* or Fisher's esact test. In addition, cdds ratics (OFs) and 958 C1
were cilmbibal. Kendal’s 5. (Kb test was n=ed 1o assess concorchince. To
determine the reblitionship between chromosamal imbalances and the exqones
sian beveds(as a contirmove variable) ofthe genes bated in the carregpending
altered chromosomal region [ grin woras nommal copy mumber and less veras
normal copy rmmber]. the nonprametric Mann Whitney test was per
formed. The assaciation between 3 amplification veras gain veras normal
ared the expressian leveks of the genes in this region was amalyzsd by mens of
the Kmskal-Wallis test. Cverall aandvalwas edirmabel nsing thebaphn-Meaer
micthad. Cex praportioml lazarcs modeb werevsasl 1o stimate hazard ratios
[HEs ) and calonlabe 95% Cls. Cnce a chromasamalabnormality sas foonil o
ke significant univariately, a likdibood ralio st was ved o determine
whicther this varisble addsl signibcantly o the survval mode based on the
profiferation sgrature®® When mualtiple chromescnal alterations o genes
were monsideral in the same amalysis, the P abes were sdivela] for moltiple
comparisars weEng the ke discovery rate method,*” as implamanted in the R
ke mmualtivest version 102 (hitpseran.r-project. org). Adinsted Fyalhoes
less than 05 were corsicenad significant.

Cyelin D1-Positive and Cyelin D1-Negative MCL Share
Recurrent Chromosomal Alterations

Clinical charackeristics of MCL pailenis are summarzed in Table
1. Thie madian age of the patients was 62 pears (rangs, 38 1092 vears),
the raflo of mals 1o fEnales was 58 1o 19, Sevenly-one pbents e
cetved mulllagent chemaotherapy, iInchading rbvstmab in 10 patients:
four patlents were not treated, and no infarmation on the meatment
was mvallable In two patlents, Overall, the cindcl charaderisilcs of the
cyclin D —peosithve and cyclin D1 -nsgalive patlents were similar (Ta-
He 11, All cpclin EN-negattve MCLs had a tplcal morphology. In
wlddition, the gene expresslon—based proliferation signatune of the
cyclin Dn—peositve and crclin DB-negative tumors showed no siatls
telly sirificant difierence between these wio groups (P = 6],

Among the 71 owclin D1-postiive MCLs, 64 (o094 shoed
aberrant profiles by CGH analysls, whereas no chromesomal Imbal-
ances wire detectsd Inseven cases, Among aberrant cases, a okl of
g6 gains and 184 losses of chromosomal material were obsened.
Rearrrent chromoesomal alierations In cycdin D1 -positive and cydin
Ei1-negative MCLs are liskad In Table 2. In orcin D1-postilve tumars,
chremosomal allerations ocour mest frequently in 26, 1 124,
and 11621-g22 (Flg 1A Mo recurrent high-level DA amplifica-
tons were detected. MOL patlenis with blastoid morphology
[13% ) showad more frequently losses of 9p21-pter than dassloal
MCLvariants (345 v 10%; P 001), Cverall, the global profle of
genomile imbalanoes detected inoour stody 1s well Inaccordance
with published data ™1

In cydin EN-negative MCL, the mest common chromosomal
alleratiors also affectad 3, 12, and 11 (Table 2: Fig 1B). Although
the numibser of cyelin D1-negattve patlents 1= small, these resalts sug-
gt that these two MOCL variants share the same prodile of secondany
peremic aberratlons,

The CGH data i the chromesomal regions 9pz1-pler, 11g22-
23, and 17p were In gocd concordance with deletiors of specbic
target genes as detedial by qPCRS Spexifically, losses of 9p2 1-pher
were senlficanth assoclated with deletions of the pis™" loos (KL,
OETROR, 4300 5504 CL 72 0 484 61 Stmilardy, 11g22-q2 3 losses were

127
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Table 1. Cinical Charactenstics of Pabants WWih Cydin D1-Positva and
Cydin D1-Hegativa KCL
Cyclin D Cypelin D1
tive hagative
Chamctenstic Ha % Mo %
Tetal N of patients 71 g
Age, years
Median Ed g1
Fargs 3E-82 77
B
Malke == | B
Fernzla 1B 1
Histolgy
Classin EE B2 & 100
Blastoid 13 13 o
Ann Arbor stage
]l -] 11 B
1% o 1] L] L LE E)
“B" sympmioms 5 35 z 2
ECOG performance status
a1 &1 Tz B 100
=2 12 17 —_
LEH kesal = namal 2E a7 z <}
BN irvchrement k] 57 [ 100
Pl score
Leww risk 12, 10 1E 25 —
Iriamedats msk iz, 31 as 55 ] 100
Hgh rek &4, & 11 19 —
Therapy®
Combinad dremeot erapy E? Bz 4 EE
Combinad dhemat herapy phs ] 13 1 17
riiwimaks
Ko treatmert a 4 1 7
Fesporse to theraey CF + FAI Ezof66 B1 SofE 10D
Medan fdlos-up, merhes 23 4
Medan suraval, months B HE
Abbrevations: MCL, martle cell hmphoma; ECOG, Eastern Coopamina
Onoclogy Grou LCH, lactatn dnl‘r,-iin:gmasﬁ_ IFM, Intematiaral F'?;;n-:-:-h:
l'-dn:-:?‘.i beone miamaw; CH, compleba responsa; PR, partial resporse; HA,
nod reached
o nformation on thampy was avaiabla for bao patiaris.

msocialad with deletions of the £ T8 lecus by qPCR (KL 0055 OF,
12,3 950 U1, 45 1o 6000 ], and losses of 17p13 wiih p53 gene deletions
(KL g OR, 21.795%, C1, 2.5 1o 295.8].

Chromosomal Alerations Influence Locus-Specific
Gene Exprassion

To determine the influence of chromosamal Imbalances on
lescus-spacific gene expression In cyclin D1-positive patlents, the ex-
presslon level of penes locibad In ssven fequently albersd regions
[1p21-pal, Ag2s-gher, 8p2L-pler, p21-pler, 9g21-q32, 11g21-923,
ared 13032-023) were corelated with chromosomal copy number
changes, As expectad, chromesomal gains and losses were assoclaled
with higher or lower expresslon of 2 subsat of genes within the 1n-
vobved chromesomal reglons, respectively, The number of genes with
slgnificint changes in gene expresson ineach band differed baween
chiromosomal reglons. For example, among 50 genes in the chrome-
somal reglon 3g25-gler represented on the Lymphochip, 24 (d8%)
were slgnibicintly overexpressed 1o patients with gains and ampdifc-
Hors, Incduding PIE3CA, ACTLAL VEATS? (3q27), REC (daqes),

1218

Table 2. Commanly Alterad Chromasomal Fegiors in Cyoln D1 -Posive
ard Cydin D1-Hegativa KICL
Cypelim 0-Positiva Cydin D-Negatva
WL MCL
=TI n =g
Ho. of Ha. ol
Ahtaration Fatiants k3 Fatients %
Gain
3z qtar 23 3z = 5D
Bz gher a 1 2 23
1521 gler a n 7 23
12911422 | 1 =
Loss
1pal al ch] 52 z z
121 434 3 4 4 &7
11921 422 0 = = 5D
5322 qher 15 2z —
5715421 13 13 —
TpE] phar 13 13 z z
Szl gher 15 21 115 1”7
TRz phar E E: z 3
1211412 1z 17 z 23
17p1 3-pter 3 12 —
Abbravatione MCL, mantla call ymphoma

arel CENTAZ (325 Flg 2AL In contrast, In the dhiromesomal reglon
Ap21-pler, onby 27% of genes present on the Lymphochip showed
altered gene expression, with decreased levds as compared with MCL
patents with normal gene copy ember ol this genomilc reglon (Flg
200 o the 5921-932 reglon, 21 genes [48%%) showed decreasad ex-
presstan In patlants with chromesomal losses (i 200 and, similady,
2% af penes were affectad by loss of genomlc material in 1332-g33%
[ Fig 2107, althemgh the number of dones representad on the Lympho-
chip 1= relaftvdy low. Reglons op21-pler and 11921-g23 were ako
evaluated, with a percentage of 12,53 ared 15% genes derepnlated,
respeciively CAppendix Fig A1, online onbl. Finally, ne signifcinily
dosenregulabed genes were fonrd in the 12 1-p31 reglon, There were
niv everexpressed genes Inareas of OGH loss, nor were any genes
dosenregulated 0 reglons with chromesomal galns Inoamy ol the re-
Elons examined.

Prognoestic Value of Chromesomal Alterations in MOL

The prognostic valne of the global number of chromosomal
Imbalances and specfic allered reglons with a frequency higher
than 10% was anabzed In the entlre set of cyclin D1-positve
MCLs. The P valves were adiusted for the step-up false discovery
rate " In the univarate analysis, an Increased number of CGH
alleratlons (three or more v < three allerations per case) wis
assoctated with shorter overall survival (05 median O 1.6 v 5.1
vear, respectvels HE, 2,080 95% Cl 110 0 203 F = 019), In
addition, different chromosom al imbalances were assoclatad with
proT 05 In MCL patents, namely gains of 2g27-qter (median 0%,
2y Addwvears: P o= odeg HI, 2270950 C1, 119 10 4.32), as well as
losses of 8p21-pler [medlan O5, o6 v 2.5 vears; HE, 260; 05 Cl,
1.21 105,75 P= o), op2 1-pler (medlan O, 08 v3.3 vearss HE,
544 050, Cl, 244 o 12.0; P 001 ), and 9g21-32 (median 0%,
o8 v A0 wean HE, 256 055 Cl 123 10 4.5 P o= 0d0), As
previoushe reported, patients with high proliferation slgnature

ACUEMKL OF C LMK AL O OLoETT
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Fig 1. Heogram ot the disttbition of gans and kesses ol genetic matanal
detacted by comparative geromic lybridis=tion in L opclin 0-pasitive mantla
el ymphoma IMCU ard BI oydin I'.'Il-nn-gm.'a MCL. Eed bare an ha kF sida
comaspond 1o genetic lessas; grean bars on the right side ndicate genstic gars
Bold bars indicada amplificatiors

[median, = —0.04) showed poorer 05 than the rematnder (me-
dian O, L4 v A6 vears, respeciively; HRL 4.28; 05% Cl, 2.21 1o
.30 PP =0 ol ),

Ta determine whether the prognosilc valoe of these chrome-
somal alteratlons was Independent of proliferaton, a mulitearate
arethvsls was performed inchading the proliferation sienatwne and all of
the CGH alterations with pradictve valoe for 0% The mulitvarate
model shoved that proifera ton sinatue (HE, 4.25;95% CL2 160
8340 P =0 0000 ], gain of 2q27-quer (HER, 2518 959 ClL 1.29 10 4859
Po= 0071, and loss of 9g21-q32 (HE, 248 95% Cl, L26 10 4.8
P = 0081 were associated simultaneonsly with poor O5 To visnallze
the tndependent prognostle value of these two OGH allerations from
the proliferation dgrmture, we subdividad the ptents Inte four
pronps accord ing to thar prolteration stgreiure and the presence or
absence of the genellcaliertion. Inberestingly, the alteratlons in 3g27-
dler saem 1o provide prognostc information predomiranily among
ML patients with a low prollferatlon sknatwre (Flg 241, wheres
lesses cl9g21-q32 may have higher impactin the $ICL subgroup with
Increased proliferation slgnaiure (Flg 36 ).

WHIE, L. oY

MCL & a well characterized amphold neoplasm with the 11214
(12221 translocatlon as the primary genetc event leading o the
comslant overexpression of oyclin 10,7 Recenthy, the gene expression
profile analysls of a large serles of SCLs allowed us 1o kleniliv a
partolar subset of nmers with the same dinlcal presentaton, mor-
phology, phenobvpe, and global expression prodile as comentiorl
MICL oot the lack of cpdin D1 expression aned the 1011:14) iranso-
cation, = These twmars were termied ovelin D1-negattve MOL In-
terestngly, these patlents overexpressed coydin 12 or D3 aipgesiing
that upregulation of these G1 opclirs could be an albernative mecha-
nism In the pathogenests of MCL. o this sy, we demonstrte that
orelin D -pegative MCL slure the same sacondary genomilc alter-
atiors as fwmors overexpressing ocin D0, The most frequent dhe-
masarrel aberrations In 3 CL lacking oyelin D1 were galns of %, 8q,
ared 15, and losses ol 1p, 8p23-pler, 9pzl-pler, 11g21-923, and 134,
whilch are the sume alterations mest commaonly chsarved In conven-
terad MCL Mot mallgrent aophomas are characlarioed genettcally
by adistnct recurrent primary chiromesomal frarslocilon such @ the
L1114 in MCL, 014281 I foloalar rmphoma, or the 18341 in
Burklit’s lamphoma, In sddition, the profle of secondary chiromes-
somal allerations 15 also rdailvdy speciic for each disease entity. For
example, MCL ard chrontc lymphocytic lenkernib (CLL) share some
commmon altera tons such as losses of 130 ared 11, batisolated trisomy
12 b present almcsl exclusbely In CLL, wiieres gains of 30 and losses
of 1p are frequent in MCL tut rare in CLL* In marginal zone
hmphoma, trisomy 2 1s a commoen fnding and, althongh in crdin
D1-padtive and crcdin D1 -negative MCL gains of 3q are commion,
trisormy 3 s nob observad 10 our serles. In addilon, lesses ol 1p, 114,
ared 134 are not a feature of marginal zone anphomas.™ ™ Likewkse,
the combination of secondary chromosomal alleratlons as demon-
strated I this sludy s not seen n G loalar bmophonas that are matnly
chamactertssd by galrs of chromesome 7, 12, 18, and X, and losses of
6] Therelore, the stmilar profile of secondarn genetlc alterallons in
crlin D —pasitve amd cvcin D0-negative wmors obsaerved noour
shucy suppors the ddea that they comespond (o the same bidogic
entity and share similar genetlc pathways of evolution.

The analy=is of CGH and expresston prodile perfommed o DR
arel BMNA obtined from the same Ussoe sample has allosed s to
sty the relatorship betwemn genomilc Imbalances In $UCL and the
expresslon of genes locatad within altered chromosomal reglors, and
Loy dden ity potentblly derepnlared trpel genes, Racent stodies noa
wvadely of mors, among them difiose lage B-cal hamphon
[DLECLY, have demaonsira ted acorrelation batwieen gene copy mam-
ber changes and the expression level of genes encoded In numencally
albered penomic reglors. 7 In our stdy, we have examined he
relatlonship betwean chromosomal imbalances and the expression of
penes locatad Inseven commmionby altersd chromosomal reglons, same
of them also related 1o the proliierallon of the umors or the survval of
the pattents [ 1p21-pa1, %25-qter, 82 1-pler, 902 1-pler, B2 1-g32,
112 1-0123, and 12ep2-q23). Conoordant with our previous findings
In DLBCL, between 27 % and 625, of penes located within these albered
chromosomal reglors shoned 2 sgnificant dhange n expression levd
In cases walh chromosomal alterations, The Onding that only a subset
of genes shows alterad expression levds in chromesomal reglons with
agenomic galnorlossis well inaccordance with published Ieratare in

1Z18
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Hy 1. rlhenos of chromesamna ateratians on loous-specific gene mpression kewals G4l 39, (B gp, ©01 8g, and |0 129 Genes am omered according 1o thar
chramesomal positian (Geres On Sequence Map, Homo sznians bult 330, For ganes 'with mare than one microamay dement on the Lymphachip, the avemge

apression from different clanes was calodated Genas with signilicant differercas (P

olhier Iypes of lymphomas and in selid cancers™ ™ This may e, al
beast In part, explained by the fact that only a subset of the genome 1s
expressed In the normal connlerpart from which the malignant umeor
cell 15 dertved. [n addition, olber penetic alterallons or transcrip-
tore ] derepnlation of key regulators inthe tumer el may Influence
expresslon levels of penes locabed In chromosomal regloms with
penomile Imbalances that are Independent of wnderbdang DBA copy
numberallerallons [nterestingly,a sabstantial nwmbser of these dereg
ulated genes were related 1o pathways thal may infheence the biology
of the tumor. Thus, a mamber of deregulated genes were Involved n
cdl prollieraton, aich as YEATS2, PICKS, ACTLE (3927, RECY
(3281, and CENTEZ (3029 DEA repatr and maintenance of chro-
mosarme skability, snch as BANCCand XPA(og22), BAl23(ag32),
FRCO2 (8p21 1, ATM (11g23), ERCCE amd LG4 112332230 or cel-
lalar homeosiasls and apoplosis, such as BIRC2 (11220, SIAH2
(35 CASPE and CASPY (11021 1 LD and THNFRSFD (8p21],
and PAR2 (3q29).

Galrs and amiplifications of the chromesomal region %)25-gler
are 2 carmmion fe twre of MEL, but also of the activated B-cell-like

122

05l are highlighiad inred. Amp, amphfication

subbype of DLECL, as demonstrated in our previons analysls of
DLECL " However, the particular growp of genes deregulatad by his
chiromiosomal aberration differs Inopart In the wo bvpes of lrmphc-
mas. Thus, 20 genes mapped o this reglon induded nihe Lympho-
clip microarmay could beevaluabed inboth brpes of hmphomas, MCL
ared activated B-cell-Nke DLRCL with gairs In 3q25-gterhad aslgnii-
lcant upregulation of 16 (61%:) and 100034%) of these genes, respac-
tvely. Interestingy, seven genes (SEAUH2, POCE0, BREC OPA,
PPPrRz, PAK 2, and KTA£0226) were npregulated in both hamphon
entities, wheres ten (GPRN0 PHE, PIGCA, BXRL 51T LPP,
CODCs, CENTR2, ACKL and TFRC) and three genes (GMPS,
THEFN, and BOH) were duferenilally cverexpressad onby 1n ${CL
and actvated B-call-like DLECL, respectively. These findings sugpesi
that similar chremosomal aberratoms in different lamphoma entites
may infvence the expresston of diierent subsats of genes,

MICL has an agpressive dintcal conrsewd th a median sundval of %
to d vears.™ However, dindcal studies have recognieed tat some
patents have BMCL with a more Indolent tehmdor and have longer
survival, wherzas athers ollmw a very rapld course and die from the
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Fip 3. Impact of geromic mbalancas on sureival of mantle call lymphoma IMCL
pationts. Kaphn-Meiar survival estimaias of MCL patients L4 with geromic gans
al 2qz7-gter (P = _0agiand 1Bl kxses ol 922032 1P - 035 i campanson with
thar stratifi@tion nto tes sunival groups basad onthe gene mpression- hasad
profferation predictor model dane. n, numbsar of patients; D, dead patients

disease tn kess than | ver. =" Clinleal studies have kdentfied several
prognostc Fackors Induding the Intecnatlonal Prognostlc Index,
Molecubir imaestigations have 1dentified tracivailon of ps3, INE -
ARFloms, and high ordin 1 expression levds as markers of shorter
survival. = Recently, the proliferative actvity has baen recognlzed
& 4 powieriil prognoslc indicator that probably inbegrates multpke
oncopenlceven s In the progression of the imaors. The quantification
of the expression levds of 20 proliferatlon-related penes siratified

MCL pattentswiih a difference of almost & vears inthe median sumvlyv-
al.™ Comversely, previous genetic sindies in MCL alserved that galns
of chromesome 34 and losses of 8. 9p, 9, 134, and 17p Wdentify
patients with a more apgressive dinlcnl evoluton ™ = However, the
relatlonship between genellc alterations and prollferation as prognos-
He parameters 1s nol known,

In our study, Increased mamber of chromosarral alber tons,
ans of 227-qter, and losses of Bp2 1-pler, 52 1-pler, and 92 1-g32
wiere assoclated with a poor dimical ontcome Interesingly, the prog
nostic value of 2c27-guer gairs and Josses af 92 1-g32 were found Lo
b Indeperdent of the gene expression—based prolifer ton sknature.
The finding that losses of 9p21-plar do not provide prognostic infor-
mallan o the pene expresdon-based proliferation slgraiore 15 ex-
pected given the strongassechbon between losses ol pra™ " (oo ted
al ep21] and the proliferation of the tamor cells, 1 s an inbaresing
obsarvation thal chromosamal albera toms in 22 7-qler and 992 1-g32
saemn to Influence the evolution of different subsels of tumors. Thus,
mans of %) had a prognoslc mpect mainly In patents with low
profiferation, whereas losses of @ imiproved the predictive value inthe
subgronap of MCL with high proliferation. Therefone, the inbegration
of genetic informatlon (2% and 9 alterations] and the quantitatve
measirement of tmar call profiferation (proliecatdon slgreire)
may improse the ability to predict sievival inopaflents with XL
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La leucemitzacio és un procés comu en el Limfoma de
Cel-lules del Mantell
(Cancer 109:2473-80, 2007)
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La leucemitzacio és un procés frequent en el Limfoma de Cél-lules del Mantell
La incidéncia d’afectacié en sang periferica en els pacients amb Limfoma de cél-lules
del Mantell (MCL) esta entre en 13% 1 un 77% en les diferents series. El proposit
d’aquest estudi és analitzar la prevaléncia, la significacié bioldgica i clinica d’aquesta
afectacio en pacients amb MCL.

L’expressio leucemica es va analitzar mitjangant morfologia convencional 1 FC en 48
pacients diagnosticats amb MCL. A més es van estudiar 27 d’aquests pacients
mitjancant Hibridaci6 Genomica Comparada (CGH). Al diagnostic, 44 pacients (92%)
presentaven evidéncia de leucemitzacio per citometria de flux (FC) , incloent 8 casos
(17%) en els que morfologicament no hi havia evidéncia. A més al recompte de
limfocits es va observar >5 X 10°/L en 25 casos (52%). Les alteracions més freqlients
detectades per CGH van ser guanys de 3q, 7p, 8q, 9q, 12q i 13q i pérdues de 13q, 1p,
9p, 11q, 10p, 17p, 6q, 8p i 9q. Utilitzant un cut-off de 5 X10°/L limfocits, els casos amb
limfocitosi elevada presentaven més freqiientment guanys de 3q (p=0.02), pérdues de
10p (p=0.05), baixa taxa de resposta (p=0.04) i una curta supervivencia (p=0.05).

En resum I’expressio leucemica detectada al diagnostic mitjancant FC és altament
freqlient a les séries de pacients amb MCL. Malgrat que morfologicament 1’expressio
leucémica no esta associada amb alteracions cromosomiques especifiques detectades
per CGH, nivells de limfocits > 5 X10°/L es correlacionen amb alteracions especifiques

1 pitjor pronostic.
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Leukemic Involvement Is a Common Feature
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BACKGROWND. The repored incidence of peripheral blood inwlvement in
patients with mantle cell lymphorma (MCL) ranges from 13% 10 77%. The aim of
the study was 10 analyze the prevalence and the biologic and clinical significance
af levkemic involwement ina series of patents with MCL.

METHODS. Leukemic expression was assessed by conventional morphology and
Ao cytometry (FC) in 48 patents. In addition, comparative genomic hybridiza-
ton (CGH) was pedfommed in 27 patients.

RESULTS. At diagnosis, 44 patients (92%} had evidence of leukemic expression Iy
FC, including & patients (17%) without morphologcally apparent leukemic inwol-
vement. Maoresver, 4 lvmphocyte count =5 = 1070/L was obsewved in 25 cases
(529} The most frequent imbalances detected by OGH were gains of 3q, Tp, 84,
4q. 12q, and 13q, and losses of 13q, 1p, 9p, 1lg, Wp, 17p, Gg, 8p, and Sgq. Using a
cutafT of 5 = 10°/L lymphocyies, cases with lymphocytosis more frequently pre-
sented with gains of 3q (=02}, losses of 10p (P =05}, a low mesponse mie
(' =M}, and a short survival (2 =.05)

CONCLUSIONS. Leukemic expression at diagnosis detected by FC was found 1o be
highly frequent in this serdes of patients with MCL. Although morphologically
apparent lenkemic expression was not associated with specific chromosomal
alterations detected by CGH, a lymphooyte count =5 = 104 L was correlated with
panmicular genetic abnormalities and a poor outecorme. Croseer 2007; 108224 73850,
2 2007 American Cameer Sociefye

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

antle cell lymphoma (MCL) is a lymphoid neoplasm derived

from mature B-cells usually coexpressing CDS and histolog-
cally characterized by a nodular or diffuse proliferation of arypical
lymphocytes. Two cytologic variants of MCL have been identified,
classical and blaswid, with the last including pleomorphic and blas-
tic subtypes.! MCL is penetically characterized by the presence of
(11 14 (g 13:g32), which juxtaposes the Cyelin DU gene (11g13) with
the IgH gene (14g32).° This alteration leads w the overexpression of
cyelin D1, which plays an important role in cell cycle conmrol at G-
5 transition® by overcoming the suppressor effect of the retinoblas-
toma protein (Rb)* and p2f1 5 Cyelin 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 ymphoma and
multiple myeloma. In addition, Cyclin DI is overexpressed at the
mRMNA 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 Cyelin DI gene rearrangement or amplification.®

Published onling 3 May 2007 in Wilsy InterScience fasew interscience wiley com).
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Different studies using conventional cylogenet-
ics,” comparative genomic hybridization (CGH),™ ™
and array-based CGHY Y 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 our-
E{:In'l.-ﬂ.“i 19

From the clinical standpoint, MCL is a relatively
uncommaon type of B-cell Iymphoma that represents
% o 0% of non-Hodgkin lymphomas. MCL Qs
more frequent in elderly males, who are diagnosed
in an advanced stage of the discase with frequent
extranodal involvement (eg bone marrow, gastroin-
testinal tract, or Waldeyver ring). MCL has an adverse
clinical course characterized by poor response o
comventional chemotherapy and a median overall
survival (08) of 3 to 5 years™ =

To our knowledpe, 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% o
T7%.Y® This discrepancy could be due w patient
selection bias and different morphologic and immou-
nophenotypic criteria to define leukemic expression.
MMoreover, in many of these series a cenmral histologic
review of 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 amnd gains, specific alterations may
be associated with leukemic dissemination and a
poor prognosis. In particular, the analysis of gene-
fic alterations in leukemic cases demonsmrated that
genomic loss of chromosome Bp21.3 at the tumor
necrosis  factor-related  apoptosis-inducing  ligand
(TRAIL) receptor gene cluster ocourred 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

Pafients and Samples

Forty-cight patients diagnosed with MCL from 1988
o 2002 in a single insttution (Department of Hema-
wlogy, Hospital Clinic, Barcelona, Spain)  were
included in this study on the basis of sample avail-
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ahility for flow cytometry (FC) analysis. Diagnosis of
MCL was established according o 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 diapgnosis 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 (B patients), tonsil (4 patients), gastrointest-
mal biopsy (2 patients), liver, and breast (1 patient
cach), 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 tomograplhy
and unilateral bhone marrow  biopsy (47 patients).
Biopsies of other exmanodal sites were performed
whenever their imvolvement was suspected.

The following initial data were recorded and
evaluated for analysis in each patient: 1) clinical data
(age, gender, performance status according o the
Eastern Cooperative Oncology Group [BCOG] scale,
and the presence of B-symptoms [fever, night sweats,
weight loss]); 2) histologic data (typical or blastoid,
nodular, mantle-zone, or diffuse variangs); 3) hema-
tologic and hiochemical paramerers (leukocyte and
lymphocyte counts, presence of atypical lymphocytes
in peripheral blood, hemoglobin, platelet  count,
serum lactate dehydropenase [LDH], and Bo-micro-
globulin levels); 4) tumor extension data  (Iymph
node and exranodal involvement, number of extra-
modal involved sites, splenomegaly  hepatomegaly,
Ann Arbor stage, and bone marrow infiltration); and
5) the International Prognostic Index (IPD), 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 | month, Partial response
(PR was considered when mimor masses or organ
infiltration decreased by at least 504 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 histmlogic criteria. Immunopheno-
type of malignant cells was obtained by standard
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immunohistochemical methods performed in frozen
or formalin-fixed paratfin-embedded tissue sections.
Cyclin DI overcxpression 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-
matmgylin and eosin. Two  independent  observers
MV and MER) reviewed peripheral blood slides,
counting a minimum of 500 cells per case, and hone
marrow  trephines o determine the number and
motphologic characteristics of circulating atypical
cells, as well as the pattern and extent of bone mar-
row infiltration.  Owvert  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
technigque. Fifteen thousand cells were acquired in a
FACScan flow  cytometer (Becton-Dickinson, San
Jose, Calify and analyzed using Paint-a-gate software
Becton-Dickinson). The panel of monoclonal anti-
bodies included at least CDLO, CD1E, CD20 or CD22,
CD23, kappa and lambda light chains, a pan-T-cell
marker (CD2 or COS), and CD5. The presence of a
distinct CD5-positive, CD23-negative B-cell popula-
fion 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

Cytngenetics and molecular genelics

Cytogenetic and molecular studies were performed
tw 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
WL (ql3;g32) was demonstrated and in 2 addi-
tional cases the t(l11;14) was detected by fluorescence
in situ hybridization (FISH). Moreover, 11gl3 rear-
rangement was demonstrated in 14 additional pa-
fents by polymerase chain reaction (PCR) analysis
according to previously described techniques.®®

Comparative genomic hybridization

High molecular weight DNA was exracted from 17
lymph nodes and 10 involved peripheral blood using
the standard Proteinase K/RNAse treatment and phe-
nol-chloroform  exwaction. Mormal DMNA 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 I pL of each sample was analyzed in a
0.68% agarose gel and stained with ethidiom bromide
o verify quality and concentration.
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CGH was performed using a commercially avail-
able CGH kit provided by Vysis (Downers Growve, 110,
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 =125 or <075 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 Smdent
trtest. 05 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 o the method of Kaplan and
Meier'™ and differences in survival between patient
groups were analyzed by the log-rank test. Povalues
<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 V5% of patients were men.
Thirty-six patients (75%) were diagnosed with typical
morphologic variant and 12 were diagnosed with
blastoid morpholegy (25%), including pleomorphic
(2 cases) and blastic (10 cases) subnypes. MCL
demonstrated a diffuse growth pattern in 41 cases,
nodular in 6 cases, and mantle-zone in 1 case

The median leukocyte count was 116 x 107/L
(range, 1.1-412 = 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-
Ccyies, Sixreen patients (33%) presented with Hb <100
g/L and the platelet count was <120 x 107/L in 42%.
As per the TP 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  hiopsy sections were available for review.
The pattern of bone marrow involvement was nodu-
lar inm 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]
Main Inital Characteristics of 48 Patients With Mantle
Cell Lymphoma
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Treamment 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 (B3%) had died. The median 05 of the series
was 3 months,

Peripheral Blood Morphology and Immunoghenoty pe

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 fime of diagnosis.
The median leukocyte count in patients with overt
leukemia was 14.8 % 10°/L (range, 2.4-412 x 107/L)
and the median lymphocyte count was 8.5 » 107/L
frange, 0.7-400 > 107/L), with 11 patients having less
than 5 » 107/ L lymphocytes. The median percentage
of agpical lymphocytes was 43% (range, 13%-91%).
In the majority of the cases, morphologic analysis
demonstrated a mbaure of typical MCL cells and
small lymphocytes. Occasional hlasioid cells were
observed in peripheral blood but the proportion of
these cells was always inferior to 5% of lymphocyies.
Among patients with morphologically apparent leu-
bemic expression, 39% had a hemoglobin level = LK
g/L and 53% a platelet count <120 x 10°7/L. The his-
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tologic analyses of such patients showed that 28
patients (VH%) 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 morpholog-
cally apparent leukemic expression disclosed a char-
acteristic MCL Iymphocyte 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
involverment by FC. The remaining 4 cases from this
series presented normal peripheral blood morphol-
ogy, immunophenotypic amalysis 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, 268-97%) and 32% (14—
T4%) 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 Iymphocytes
being positive] confirmed by immunohistochemistry.

Chromesomal Alierations of Leukemic MGL
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  blond morphology and  FC
Twenty-five patients (93%) demonstrated chrommo-
some alterations with a mean number of 57 + 4.4
per sample, displaying an elevated total number of
gaing (n = #86) and losses (n= 68). Only 1 patient
had a single alteration that was a loss of 1p22-p32.
The most frequent gains were on chromosomes 3q
(55%), Tp (26%), 8q (22%), 9q (22%), 12q (22%), and
L3g (19%) (Fig. 1) (Table 2). High-level DNA amplifi-
cations were identified in 11 different regions of the
genome, with 18g22-gqrer being the most recurrent
amplified region (15%). Minimal common gained
regions were limited to 3g23-gter, Tpla-pten Bg23-
qier, Sqi3d-grer, 12g12-g13, and 13g22-g31.

The most frequent losses were found on chro-
mosomes 13g (376, Ip 26%), 1lg (26%), 9p (26%),
Lop (22%), I7p (22%), 6q (19%), 8p (19%), and 9q
(19%). The regions frequently involved by loss of
genetic material were delineated o Tp22-p3l, 11g22-
Q23 9p2l-pter, 10pld4-pter, 17pl2-pter, Gg24-qier,
fp2l-pter, and 9g21-g22. On chromosome 13q, 2 dif-
ferent areas of loss were identified (13gll-g21 and
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Liga2-gqrer). Tumors with 17p loss had more chro-
mosomal imbalances than patients with a normal
chromosome 17 profile (9.3 £ 6,15 w 4.7 4+ 3.3,
respectively; P =.05), However, cases with a lympho-
cyte count =5 » 10°/L (16 of 27 patents; 59%) more
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frequently had gains of 3q and losses of 10p than
patients with less than 5 = 107/L lymphocytes (75%
va 27% [P =.02] and 3% v 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 (BECOG =2;
P =M}, palpable splenomegaly (P =.01), and lower
platelet  counts (<120 2 1W0YL 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 = 107/L had different initial vari-
ables (Table 3), and also a lower response rate (44%
va 4% P =.04) and a shorter survival than those
with less than 5 > 107 L lymphocytes (median 08 of
23 ws 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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involvement of peripheral blood detected on mor-
phologic grounds or by FCL

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 patents with MCL  presenting with
marked lymphocytosis and overt leukemia, mainly
describing the morphologic specrum of circulating
ymphoma cells and the histologic pattern of bone
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marrow biopsy”** % In contrast, peripheral blood
immunophenotyping by FC has not been thoroughly
analyzed in MCL patients, and just a small mimber
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 svalue of Cyclin DIAdgH  rearrangement
detected by FISH in leukemic MCL. FC was positive
for MCL in only 26% of the peripheral hlood or bone
marrow samples. In our study, after an extensive FC
analysis, leukemic  imvolvement 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 CDS and negative for CD23 and CDILO.
In the current series, 8% of the cases presented with
an atypical immunophenotype (weak expression of
CDE or positivity for CD23), a similar propormion to
that previously reported * % It is interesting to
note that these cases had an unequivocal diagnosis
of MCL supported by tissue histology, Cyclin DI
expression, and the presence of 1 14)(gl3;932).

In addidon to the L4 (gl3g32), many
genetic aberrations have been described in MCL It
has recently been proposed that genomic loss of
chromosome fp occurs more frequently in patients
with leukemic disease, defined as =10% CD5+/
CDI9+ 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°7 Of note, these patients pre-
sented with lymphocytosis without nodal invaolve-
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, =" we did not find
a deletion of 8p as a specific marker for leukemic
involvement. In total, we found a genomic loss of fp
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 lew-
kemic involvement. In this sense, in the present se-
ries the diagnosis of MCL was based on histologic
and maolecular criteria, in opposition to other studics
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that selected cases among different chronic Becell
mphoproliferative  disorders on the basis of the
presence of (i1 4). It is interesting to note that
Ll 14) has been described in oa 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 CDS+/CD1I9+ cells without
clomal light chain analysis could not ensure the pre-
sence of MCL cells in peripheral blood.

Mo differences concerning the genomic pattern
of losses and gains were observed between patients
with and without morphologically apparent leukemic
invo lvement, which is not surprising when consider-
ing that most patients had leukemic expression
detected by FC. However, MCL cases with =5 x 107/
L lymphocytes more frequently presented gains of 3g
and losses of 10p. The gain of 3 with a minimal
common region at 3g26.1-27 was first detected by
CGH in 1998 in 52% of MCLs.” Thereafter, cytoge-
metic studies identified different secondary  alvera-
fions in MCLs, including gains and trisomies of
chromosome 3, which was confirmed by CGH by our
group' and others™' ™% With regard w losses of
Ip, 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 exranodal involvement are expected o
have a short survival. In addition, and from the bio-
logic standpoint, blastoid morphology, diffuse pat-
tern, high Ki-67 index, increased mitotic activiry, and
P33 gene abnormalities have been associated with
an unfavorable outcome®*** The prognostic
impact of peripheral blood involvement in MCL is
controversial *'***! Some studies have shown that
the presence of absolute lymphocytosis ar diagnosis
is associated with a shorter survival,**** particularly
when lymphocyte counts are greater than 10 > 107/
L5 In contrast, other studies have shown that the
survival of patients with leukemic MCL does not dif-
fer from that of patients with mph 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
ymphoma cells detected either by morphology or by
FC may be a manifestation of the hiology of this dis-
case 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 owas a highly common feature
even in patients with a normal lymphocyte count. It
is important to note that a lymphocyte count =5 X
107/ 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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La combinacié d’analisi genético-moleculars mostra nous punts
recurrents en Limfoma de Cel-lules del Mantell
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La combinacié d’analisi genético-moleculars mostra nous punts recurrents en
Limfoma de Cél-lules del Mantell
El limfoma de c¢l-lules del mantell (MCL) esta caracteritzat per tranlocacions a 11q13
que porten a la sobre-expressi6 de CCNDI, malgrat tot s’ha postulat que existeixen
alteracions secundaries addicionals que contenen gens diana que podrien tenir un
important paper en la progressi0 de la malaltia. Per determinar les alteracions
secundaries hem analitzat 25 mostres de MCL 1 10 linies cel-lulars utilitzant multicolor
fluorescence in situ hybridization (M-FISH), FISH i comparative genomic hybridization
(CGH).Hem detectat la t(11;14)(q13;932) en els 19 casos alterats; i també hem vist que
el 83% dels casos mostrava alteracions numeriques 1 estructurals (58 1 73,
respectivament). A banda dels cromosomes 11 i 14, els cromosomes més implicats en
els reordenaments va ser els cromosomes 1, 8, 110. No vam trobar altres translocacions
recurrents a banda de la t(11;14). Les 10 linies cel-lulars de MCL estudiades mostraven
la t(11;14) 1 alteracions numeriques 1 estructurals en cariotips amb alta complexitat
(excepte JVM-2). En total vam identificar 17 punts de trencament recurrents, sent 1p22
1 8pl1 els més implicats (en quatre casos i en dues linies cel-lulars cadascun). Els punts
de trencament 1p32, 3q25, 4qll, 8pll, 8qll, 10pl4, 11923, i 15922 han estat
identificats com a punts de trencament associats a translocacid per primer cop en MCL.
Els cromosomes més implicats en reordenaments en linies cel-lulars van ser 1, 8,1 9. Un
fet interessant és la troballa cinc tumors i 4 linies cel-lulars presentaven translocacions
t(11;14) complexes implicant de forma preferent el cromosoma 8. En resum la
combinacio de tecniques de citogencetica molecular ha permés definir de forma més
precisa el perfil I la naturalessa dels desequilibris genétics en la patogénesi dels MCLs;
resaltant que a més de la t(11;14), no es van trobar altres translocacions recurrents. A
més hem observat que els MCL presenten cariotips complexes amb un elevat nombre de
alteracions numeriques 1 estructurals, les quals s’originen en diferents punts de
trencament donant lloc a diferents tranlocacions equilibrades i desequilibrades; 1’estudi
d’aquests punts de trencaments pot donar llum sobre els mecanismes geneétics implicats

a la patogénesi dels MCL.
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ABSTRACT
Mantle cell lymphoma (MCL) is characterized by 11ql3 translocations leading to the
overepression of CCND1, however, it has been postulated that additional secondary
genomic alterations harboring target genes may be important in the progression of this
disease. To determine these secondary alterations we have analyzed 25 MCL samples and
10 MCL cell lines using multicolor fluorescence in situ hybridization (M-FISH), FISH
and comparative genomic hybridization (CGH). We detected the t(11;14)(q13;932) in the
19 altered cases, additionally, 83% showed numerical and structural aberrations (58 and
73, respectively). Besides 11 and 14, the most involved chromosomes in rearrangements
were 1, 8, and 10. Furthermore, there were no other recurrent translocations. All 10 MCL
cell lines studied showed t(11;14) and structural and numerical alterations in highly
complex karyotypes (except JVM-2). Overall, we identified 17 recurrent breakpoints,
beeing 1p22 and 8pl1 the most involved (in four cases and 2 cell lines each). Breakpoints
1p32, 3925, 4qll, 8pll, 8qll, 10pl4, 11923, and 15922 have been identified as
associated to structural alterations in MCL for the first time. The most often rearranged
chromosomes in cell lines were 1, 8, and 9. Interestingly, five tumors and four cell lines
displayed a complex t(11;14) involving preferentially chromosome 8. In conclusion, the
combination of molecular-cytogenetic techniques allowed us to define more precisely the
profile and nature of the genetic imbalances in MCL pathogenesis, highlighting that
besides t(11;14), no other recurrent translocations were found. Furthermore MCL harbor
complex karyotypes with a high number of both structural and numerical alterations
which are originated in several common breakpoints leading to different balanced and
unbalanced translocations The study of these breakpoints could give new insights in the

genetic mechanisms implicated in MCL pathogenesis.
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INTRODUCTION

Mantle cell lymphoma (MCL) is an aggressive lymphoid neoplasm genetically
characterized by chromosomal translocation t(11;14)(q13;q32) and its molecular
counterpart BCL-1 rearrangement, leading to the overepression of CCND1 gene. CCND1
is encoded by two major mRNA transcripts of approximately 4.5 and 1.5 Kb that differ in
the length of the 3’ untranslated region (UTR) but contain the whole coding region.
About 4-10% of the MCLs lack the 4.5 kb transcript expressing mRNAs with shorter 3’
UTR that lack the desestabilizing AUUUA sequences. The loss of these regulatory
sequences have been described to be associated to additional translocations in the 3’
region of this gene (Seto et al., 1992; Rimokh et al., 1994), microdeletions or point
mutations (Wiestner et al., 2007).

Experimental studies have shown that CCND1 can function as an oncogene but its
tumorigenic and transforming properties seem to be less effective than other oncogenes.
On the other hand, CCND1 transgenic animals do not develop spontaneous lymphomas
and lymphomagenesis in these animals requires the cooperation with other oncogenes
such as MYC (Lovec et al., 1994). All these findings suggest that other mechanisms, in
addition to CCND1 deregulation, may participate in the development and progression of
MCLs. These other mechanisms presumably are secondary genomic alterations, usually
affecting large chromosomal regions that may contain many candidate genes.

Different studies using conventional cytogenetics (Cuneo et al., 1999;Wlodarska et al.,
1999;Espinet et al., 1999), Comparative Genomic Hybridization (CGH)(Monni et al.,
1998; Bea et al., 1999; Bentz et al., 2000; Martinez-Climent et al., 2001; Allen et al.,
2002; Jarosova et al., 2004), array-based CGH (Kohlhammer et al., 2004; Rubio-
Moscardo et al., 2005; Schraders et al., 2005; Tagawa et al., 2005), and 10K SNP array

(Rinaldi et al., 2006) have shown that MCLs carry high number of chromosomal
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alterations and have defined minimal altered regions as well as common sites of
breakage. One of the altered genes that plays a pivotal role in MCL is ATM, which
inactivation (usually by mutations of one allele accompanied by deletion of the other
allele) is found in 40 to 75% of the cases (Schaffner et al., 2000; Camacho et al., 2002).
Moreover, ATM inactivation in typical MCL is associated to high number of
chromosomal alterations (Camacho et al., 2002). Additionally, other target genes
deregulated in MCL pathogenesis belong to two main cell cycle regulation pathways
(INK4a-CDK4-RB1 and ARF-MDM2-p53)(Jares et al., 2007).

Common fragile sites (CFS) are heritable specific chromosome loci that exhibit an
increased frequency of gaps, poor staining, constrictions or breaks when chromosomes
are exposed to partial DNA replication inhibition. CFS are a potential resource of
chromosomal breakpoints associated with cancer, correlating significantly with
breakpoints that lead to chromosomal rearrangements (Durkin & Glover, 2007). In MCL
the association between high-level DNA amplifications and fragile sites has been
previously reported (Bea et al., 1999), suggesting a possible role of CFS in the
amplification of certain chromosomal regions.

Metaphase and array-CGH analyses have been very useful to define common
chromosomal regions with copy number changes and narrowing down minimal altered
regions, but chromosomal translocations are not detectable by these techniques.
However, they can be easily identified by multicolor fluorescence in situ hybridization
FISH (M-FISH) technique that is a very powerful tool that facilitates the karyotyping of
tumor genomes and allows the identification of complex chromosomal rearrangements,
cryptic translocations, and marker chromosomes undetectable by conventional
cytogenetics. This provides a more precise quantification of intermetaphase heterogeneity

and allows also to define common breakpoints implicated in balanced and unbalanced
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translocations. Here we report combined M-FISH and CGH analysis in a series of MCL
and cell lines, which revealed that recurrent breakpoints rather than recurrent
translocations could be relevant for pinpointing key regions involved in MCL

pathogenesis.

MATERIAL AND METHODS

Patients

In this study, we have analyzed 23 MCL obtained at diagnosis from Hospital Clinic
(Barcelona) and Hospital del Mar (Barcelona). Seventeen cases present typical
morphology and 6 blastoid variant of MCL. Two relapsed samples from two different
patients (obtained 1 and 2 years after diagnosis) were included in the study. The series
consisted of 15 men and 8 women, with a mean age of 67 years (range 42-81). The
following samples were collected and analyzed for this study: peripheral blood (19
cases), bone marrow (3 cases), spleen (2 cases), and lymph node (1 case). The analysis of
sixteen samples was performed from previously cryopreserved lymphoid cells using the
standard protocol (McConnell et al., 1990;Bosga-Bouwer et al., 2001) and the remaining

samples from fresh material. Clinical data were available for all cases.

MCL Cell Lines

Five MCL-derived cell lines: HBL-2 (kindly provided by Dr. Dreyling, Munich,
Germany), MAVER-1 (kindly provided by Dr. Alberto Zamo, Verona, Italy), MINO
(kindly provided by Dr. Andreas Rosenwald, Wuerzburg, Germany), UPN-1 (kindly
provided by Dr. Ali G Turhan, Villejuif, France), and Z-138 were analyzed. Cells were

grown as previously described (Camps et al., 2006). Results previously published from
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other 5 MCL cell lines (JVM-2, GRANTA-519, REC-1, JEKO-1 and NCEB-1) were

included in the analysis (Camps et al., 20006).

Cytogenetic and Fluorescence in situ Hybridization Studies

Cytogenetic studies were performed in all patients as previously described (Espinet et al.,
1999). Karyotypes were described according to the International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN 1995). M-FISH assay hybridization procedure
(Speicher et al., 1996) was performed on cultured cells. Briefly, slides were pre-treated
with RNase/2x SSC (10 ng/mL) for 30 min at 37°C, Pepsin/HCI (0.1-1 mg/mL) for 5
minutes, formaldehyde-free acid (1%) for 2 minutes and in PBS/MgCl, for 10 minutes at
room temperature. After being dehydrated in ethanol series and air dried, slides were
denatured in 70% formamide solution at 70°C for 2 minutes. M-FISH probe (Vysis-
Abott, Downers Grove, IL) was denatured for 5 minutes at 72°C. Ten ul of the probe
solution were added to each slide, which was covered by a coverslip. The preparations
were hybridized at 37°C overnight in a humid chamber. Post-hybridization washings
consisted in 2 minutes each in 0.4 x SSC at 70°C and in 2% SSC at room temperature.
FISH analysis were performed following manufacturer’s recommendations. FISH
analysis for the detection of t(11;14)(q13;q932) was performed using the dual-color dual-
fusion probe CCND1 (11q13) orange/IGH (14q32) green (Vysis-Abott, Downers Grove,
IL). Locus specific FISH probe LSI ATM/CEP11 (Qbiogene, Morgan Irving, CA) was
used to identify copy number changes of this locus. Whole chromosome painting (WCP)
probes for chromosomes 8, 19, and Y and centromeric CEP § probe were used in order to
elucidate several complex translocations (Vysis-Abbot, Downers Grove, IL).
Hybridizations and digital image acquisition, processing, and evaluation were performed

using ISIS digital image analysis system V5.0 (Metasystem, Altlussheim, Germany).
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Destaining of G-banded chromosome preparations helped considerably with the
identification of complex rearrangements. All karyotypes are available at the website:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sky/

Comparative Genomic Hybridization (CGH)

Metaphase CGH was performed using a commercially available CGH kit provided by
Vysis-Abbot (Downers Grove, IL). Hybridizations and digital image acquisition,
processing, and evaluation were performed on a Cytovision Ultra Workstation (Applied
Imaging, Sunderland, UK) as described previously (Bea et al., 1999). Complete CGH

data are available at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sky/

Molecular Analysis

Copy number status of ATM gene was performed by real-time quantitative PCR (RQ-
PCR) with genomic DNA as previously described (Salaverria et al., 2008). Moreover, to
evaluate the expression of CCNDI1 we performed real-time quantitative reverse
transcription-PCR (RT-PCR) with primers and probes for total CCND1, CCND1 3’UTR
and TBP (as control housekeeping gene) as previously described (Slotta-Huspenina et al.,

2007).

Statistical Analysis

Differences in the subgroups of MCL in terms of the parameters evaluated were
compared by the Student’s t-test. Overall survival (OS) was defined as the time from
diagnosis to the time of death. Patients still alive were censored at the last known date of

contact. The actuarial survival analysis was performed according to the method described
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by Kaplan and Meyer, and differences in OS were analyzed by the log-rank test. P values

<0.05 were considered to indicate statistical significance.

RESULTS

MCL Showed High Number of Structural and Numerical Alterations but no
Secondary Recurrent Rearrangements

Nineteen of the 23 patients analyzed by M-FISH (83%) showed aberrations (Table 1)
whereas four cases presented normal karyotypes, possibly corresponding to the growth of
normal cells. As other authors have reported (Bosga-Bouwer et al., 2001) we found
significant differences in the number of analyzable metaphases per slide between fresh
sample cells and defrosted cells (12+4.7 vs. 8.442.1; P=0.019). Two relapsed samples
were also analyzed and showed the same karyotype than the initial sample in both cases,
one with no alterations, and the other (case M14) with the same structural and numerical
alterations. Combined cytogenetic analysis detected the MCL-hallmark t(11;14)(q13;q32)
in all altered cases, moreover it was found as a single abnormality in two of them. M-
FISH revealed new alterations not detected by G-Banding in 11 (58%) of the abnormal
cases. Fifty-eight numerical (range 0-16, mean 3.1 imbalances/altered case), and 73
structural aberrations (range 1-9, mean 3.8 imbalances/altered case) were observed.
Eighty-seven structural non-clonal alterations were also observed (mean 4.6
alterations/case). No differences were found between typical and blastoid variants of
MCL in terms of total number of alterations (6.8+5 vs. 7.5+5.6) and number of non-
clonal rearrangements (5.245.2 vs. 3.24+5.4). We evaluated ATM deletions using RQ-PCR
and FISH and found eight cases with deletion (in six of them loss of 11q22-q23 was also
detected by CGH and M-FISH). In the eight cases in which ATM deletion was detected,

no significant differences were observed in terms of number of alterations between cases
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with and without the deletion of this locus, although the median of alterations was higher
in the deleted cases (8.1+5.7 vs. 4.7£5).

Structural rearrangements were detected in all altered patients. Moreover, structural
rearrangements were found as sole abnormalities in six cases. In addition to t(11;14), no
other recurrent structural aberrations were identified, although translocations involving
chromosomes 8, 10, and 1 were frequently seen (9, 8, and 7 rearrangements, respectively)
(Figure 1A). Three cases presented highly complex karyotypes (Cases M2, M12, and
M13) with high number of numerical and structural alterations: 19, 12, and 18
abnormalities, respectively (Figure 1B).

To study the instability pattern of these series of MCL, we calculated the modal number
variability and the non-clonal structural variability as we performed previously with five
MCL cell lines (Supplementary table 1) (Camps et al., 2006). The majority of the cases
displayed high level of instability in contrast to four cases with low levels (M4, M7, M 16,
and M17). Moreover, no differences were observed regarding ATM gene status (deleted
vs. not deleted) and genomic instability in terms of modal number variability and non-
clonal structural variability.

To define precisely breakpoints and small copy number changes, CGH was performed in
20 cases with available DNA. The analysis revealed that seventeen of the 20 (85%)
showed chromosomal alterations, that consisted of 105 alterations (50 gains, 3
amplifications, and 52 losses). Two cases with no alterations by M-FISH showed CGH
alterations. The most frequent alterations were gains of 2q (15%), 3q (30%), 8q (40%),
12q (20%) and 15q (20%) and losses of 1p (15%), 6q (20%), 8p (30%), 9p (15%), 10p
(15%), 11q (35%), 13q (25%), and 17p (15%). Minimal common altered regions detected
at least in three cases were delineated at: 1p22, 2q22-q31, 3q25-qter, 6q22-qter, 8p23,

8924, 9p24, 10p15, 11q22-q23, 12q15-q21 and 15q22-q24 (Figure 2). By CGH we have
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been able to describe two common breakpoints not detected by M-FISH related with gain

of material.

Common Breakpoints in MCL Cases

Breakpoints derived from M-FISH analysis were strictly revised and matched with the
results obtained from CGH analysis. In this sense, recurrent breakpoints were identified
at 1p22, 1p32, 3925, 3929, 4qll1, 8pll, 8qll, 10pl4, 11ql3, 11g21, 11923, 12pl3,
14932, 15922 and 19q11 (two cases each, except 11q21 and 1123, found in three cases,
1p22 and 8pl1 found in four cases and 11q13 and 14q32 found in all cases) (Figure 2).
As expected, 11q13 and 14932 breakpoints were found in all cases due to the MCL-
hallmark t(11;14)(q13;932). Remarkably, 1p22 and 8p11 were found in a relatively high
proportion of cases (21%). The breakpoint 1p22 leads to an interstitial loss of the short
arm of chromosome 1 in 3/4 cases, this region corresponds to the most frequently lost in
MCL (Tagawa et al., 2005). On the other hand, all cases with 8p11 breakpoint, showed
chromosome 8 rearrangement. Three of these cases showed a complex rearrangement and
interestingly, in two of them (M6 and M9) the rearrangement involved CCND1 and IGH
loci (Figure 3A-B), and in the third case (M13) the derivative chromosome 8 contains 6
fragments from 4 different chromomes (Figure 3A). Interestingly, breakpoints 1p32,
3925, 4ql1, 8pll, 8qll, 10p14, 11923, and 1522 are described for the first time in MCL
as breakpoints associated with structural abnormalities (Figure 2). Three of the
breakpoints identified by M-FISH are localized in chromosomal regions in which known
CFSs are located: 1p22 (FRAI1D), 3q25 (FRA3D), and 1522 (FRA15A). The two
additional breakpoints detected only by CGH, 8q24 and in 12g21 are also associated with

FRAS8D and FRA12B, respectively.
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Mantle Cell Lymphoma Cell Lines Share Breakpoints with MCL Cases

Ten MCL cell lines including the five cell lines previously published (Camps et al., 2006)
and HBL-2, MAVER-1, MINO, UPN-1, and Z-138 were analyzed. Similarly, to MCL
primary cases no common structural aberrations in addition to the t(11;14) were
identified, although translocations involving chromosomes 9, 1, and 8 were frequently
detected (13, 11, and 11 rearrangements, respectively) (Figure 1C). All ten cell lines have
structural and numerical alterations, (except JVM-2 that presented only two structural
alterations), with 111 numerical (range 0-22, 11.1 mean imbalances/cell line), and 119
structural aberrations (range 2-30, 11.7 mean imbalances/cell line). JEKO-1 was the cell
line with the highest number of structural alterations (30 alterations) (Figure 1D).

We calculated the pattern of cytogenetic instability of the five cell lines not previously
published. All five cell lines showed high percentages of modal number variability as
JEKO-1 and NCEB-1 in our previous report (Camps et al., 2006), but heterogeneous
levels of non-clonal structural variability (Supplementary Table 1).

Common breakpoints between the ten cell lines and the nineteen altered MCL patients
were identified: 1p22 (JEKO-1 and REC-1), 1p32 (in JEKO-1), 8pl1 and 8ql1 (both in
REC-1 and UPN-1), 10p14 (in MAVER-1), and 12p13 (in NCEB-1). Similarly to MCL
cases, breakpoint 1p22 resulted in a partial deletion of 1p arm, whereas breakpoint 8p11
resulted in a rearrangement (Figure 3C), with both sex chromosomes rearranged with
chromosome 8 in UPN-1, and 11p in REC-1.

Interestingly, MINO cell line, that was reported to be derived from a female patient,
presented the previously described translocations by Lai et al. (Lai et al., 2002), and
additionally, we detected two Y chromosomes per metaphase by M-FISH that were
further validated by Y WCP FISH hybridization in most of the metaphases studied

(Figure 4A-B). This cell line was established in 2002 from a 64-year-old white woman
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patient diagnosed in early 1993, however its M-FISH karyotype is reported for the first

time in the present study.

Complex t(11;14)(q13;932) Translocations in MCL Cases and Cell Lines

M-FISH analysis revealed a subset of five primary tumors: M6, M9, M15, M17 and M19,
and four MCL cell lines: MINO, JEKO-1, MAVER-1, and UPN-1 with complex
translocation involving IGH and CCND1 loci and other chromosomes as chromosomes 2
(M15 and M19), 6 (MAVER-1), 8 (M6, M9 and MINO), 10 (M17) and 17 (JEKO-1).
UPN-1 showed a complex rearrangement (Figure 4C-D) involving an unidentified
chromosome partner. The third implicated chromosome could not be identified by using
FISH probes (WCP probes of chromosomes 8 and 19 and a dual-color dual-fusion

t(11;14) probe).

Some Cases and Cell Lines do Not Express the Long Transcript of CCND1

To find a possible correlation between the presence of complex t(11;14)(q13;q32) and the
lack of expression of the 3’UTR-deficient CCNDI1 transcript, six cell lines and six cases
were analyzed for CCNDI1 transcript levels using RT-PCR. The total transcript levels of
CCNDI and the short 3’UTR—deficient transcript are listed in Supplementary Table 2.
Three of the MCL cell lines, REC-1, JEKO-1 and UPN-1, exclusively express the short
transcript, that lacks the 3’UTR regulatory region, and showed the highest levels of total
expression. In a previous report, the evaluation of the genomic deletion of the 3’UTR
region of CCND1 as a potential reason of predominant expression of the short transcript,
showed that REC-1 does not have deletion of CCND1 3’UTR,. whereas JEKO-1 harbors
a genomic deletion (Slotta-Huspenina et al., 2007). In the third cell line, UPN-1, the

possible explanation for 3’UTR—deficient CCND1 transcript expression, could be the
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complex t(11;14) translocation, that affects CCND1 gene concomitantly in its promoter
(5° region, that corresponds to the classical juxtaposition of IGH promoter with the
coding region of CCNDI1) and 3’UTR region (possibly causing deletion of 3> UTR at
genomic level).

In the primary cases studied by RT-PCR for CCNDI1 transcripts, we found no cases with
exclusive expression of 3’UTR-deficient transcript. However, we detected two cases (M8
and M9) with relatively low levels of CCND1 3” UTR, both cases showed the highest
total CCND1 expression levels. Similarly to UPN-1 cell line, only in one of these two
cases (M9) the complex t(11;14) with chromosome 8 could be a possible explanation for

the lack of 3’UTR region.

Clinical Significance of Chromosomal Alterations in MCL

Complete follow-up data were available for 23 patients. The prognostic value of the
numerical, structural and non-clonal alterations was analyzed in the entire set of MCLs.
Cases with a high number (> 3 alterations) of numerical and non-clonal structural
alterations showed poorer survival than cases with less alterations (<3 alterations)
(Median OS, 2.8 vs. 53.5 months; P<0.000 and median OS, 13.1 vs. 53.5 months;
P=0.006, respectively). Althought the sample size of the present series is reduced, we
studied the prognostic value of gains of 3q and losses of 8p, 9p, and 9q identified by M-
FISH and/or CGH. We observed that cases with losses of 8p and 9p had a poorer
prognosis than cases without these alterations (median OS, 13.1 vs. 53.5 months;
P=0.045 and median OS, 7.7 vs. 53.5 months; P<0.0003, respectively). We studied also
the prognostic value of the recurrent breakpoints but we did not find any correlation

between the presence of any breakpoint and the survival.

134



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

DISCUSSION

In this study we have characterized cytogenetically 23 MCL cases and 10 MCL cell lines
by M-FISH, FISH, and CGH techniques. M-FISH enabled the identification of the
different chromosomes contributing to the marker chromosomes not previously identified
by conventional cytogenetics. The combination of M-FISH, FISH and CGH improved the
resolution power of M-FISH, and helped in defining more precisely the breakpoints
involved in different rearrangements. We have identified new chromosomal alterations
and uncovered previously unidentified rearrangements and several recurrent breakpoints.

Eighty-three % of the cases displayed altered karyotypes with a high number of
structural, preferentially involving chromosomes 8, 10 and 1, and 11 and 14 due to the
hallmark t(11;14), and numerical alterations. As expected, MCL cell lines displayed more
complex karyotypes than primary tumors, with structural alterations in which
chromosomes 9, 1 and 8 were the most rearranged. Remarkably, no recurrent
translocations were found however, we identified several chromosomal regions and
recurrent breakpoints involved in structural rearrangements. Interestingly, among cases
and cell lines the most altered chromosomes were 1 and 8, particularly 1p22 and 8pl1,
found in 4 cases and 2 cell lines, each. Of note, structural alterations involving 1p22
preferentially led to loss of material in all cases, 1p21-p31 loss was one of the most
frequently lost regions in MCL. In contrast, breakpoint 8p22 was involved preferentially
in complex rearrangements, that moreover in two cases include the t(11;14). To our
knowledge this is the first study in a large series of MCL by M-FISH or Spectral
Karyotyping and in comparison to different studies in other B-cell malignancies, the
current series of MCL displayed the highest number of alterations (Lestou et al., 2003;
Karpova et al., 2006; Baro et al., 2007; Nanjangud et al., 2007) accordingly to results

obtained by other techniques (Salaverria et al., 2006). By the other hand, althought no
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recuurent translocations were detected, several recurrent breakpoints were identified, an
interestingly some of them, 1p32, 3925, 4ql1, 8pll, 8qll, 10pl4, 11923, and 15922
have not been previously described in MCL as breakpoints associated with structural
alterations. This information is new due to the fact that breakpoints detected by CGH,
array-CGH and SNP arrays are not always associated with a structural rearrangement, but
they can be associated with amplifications.

In a previous M-FISH study in 5 MCL cell lines (Camps et al., 2006), we calculated
chromosomal instability based on modal number variability and structural non-clonal
variability. We have reproduced this study in the present series of primary tumors and in
five additional MCL cell lines and we observed that the levels of instability were similar
in the majority of tumors and all cell lines, except JVM-2 that has no modal number and
non-clonal structural variability, similarly to a group of four stable MCL cases.

We have also discovered the presence of chromosomes Y in MINO cell line that was
supposed to be derived from a female patient (Lai et al., 2002). The explanation for this
phenomenon could be a deletion of the Sex-determing region Y gene (SRY) that codifies
for the testis-determining factor (TDF), which initiates male sex determination.

It has been reported that typical MCL with ATM inactivation showed increased number
of chromosomal imbalances (Camacho et al., 2002), in the present independent series of
MCL cases, the number of alterations (both structural and numerical) was also higher in
the cases with ATM gene deletion, although it did not reach statistical significance. The
number of cases studied is limited and ATM gene mutations have not been analyzed, but
still the association with ATM gene inactivation and complex karyotypes is manifested.
Recent studies have identified cryptic t(11;14) in MCL using a combination of
conventional cytogenetics and FISH in 18 cases (Gazzo et al., 2005) and a combination

of FISH and M-FISH but only in isolated cases (Wong, 1999; Gruszka-Westwood et al.,
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2002; Maravelaki et al., 2004; Gazzo et al., 2006). In our series, we also described a
group of five primary tumors and four cell lines carrying complex t(11;14) translocations.
The use of M-FISH has enabled the identification of the complex t(11;14) in case M9,
whereas for case M6 and cell lines UPN-1 and MINO, the criptic t(11;14) could only be
detected by the combination of M-FISH and FISH. Interestingly, two cases and one cell
line presented the t(11;14)(q13;q32) rearranged with chromosome 8. In addition, complex
rearrangement between CCND1 and IGH and chromosome 8 had been also described in
one case by Gazzo et al.(Gazzo et al., 2005), so increasing evidence indicates that the
arrangement of chromosomes within the cell is not random. In the interphase nuclei of
mammalian and chicken cells, chromosomes are positioned none randomly in the nucleus
periphery according to its density or size. Physical proximity has been suggested to
facilitate chromosome translocations by favoring exchanges between proximal
chromosomes compared to distally located ones (Sachs et al., 1997). In this sense, studies
performed in the positioning of chromosomes have described that chromosomes 8 and 11
are found to be closely apposed, not only in most of the mitotic rosettes, but also in the
interphase nuclei (Nagele et al., 1999). The formulation of these complex translocations
has been done following the standard rules (ISCN 1995, 1995), although we think that the
current nomenclature can not fully describe these specific alterations of MCL,
emphasizing that the t(11;14)(q13;q32) is the initial phenomenon and that these complex
genetic alterations are secondary events in the development of these tumors. We
therefore, suggest a specific nomenclature for these complex t(11;14) translocations, as it
has been developed for the isochromosome Philadelphia (ISCN 2005).

In the present study, we suggest that the expression of CCNDI1 lacking the 3’UTR region
can be due to truncation of CCND1 gene generated by a chromosomal translocation at

CCND1 3°, in addition to the CCND1 5’ t(11;14)(q13;q32) translocation in at least one
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cell line and one primary tumor, postulating that, besides the t(11;14) complex
rearrangement, events at CCND1 locus are responsible for alterations in the structure of
CCND1 RNA in MCL, as it has been demonstrated for point mutations (Wiestner et al.,
2007).

It is well stated that complex karyotypes are associated to an aggressive clinical course in
MCL (Bea et al., 1999). In this series, althought the number of cases is limited we have
found correlation between high number of numerical and non-clonal alterations and poor
survival. Additionally, losses of 8p and 9p detected by M-FISH and/or CGH are also
associated to worse survival despite the low number of cases, these regions have already
been previously associated to poor prognosis in independent series of MCL (Bea et al.,
1999; Allen et al.,, 2002; Kohlhammer et al., 2004; Rubio-Moscardo et al., 2005;
Salaverria et al., 2007).

In conclusion, the combination of M-FISH, FISH and CGH analysis offers a more
specific approach to uncover the high degree of complex genetic imbalances in MCL,
delineating frequent regions of gain and loss and recurrent breakpoints, but not recurrent
translocations. Moreover, complex and cryptic translocations involving IGH and CCND1
loci were found. These recurrent regions of gain and loss and breakpoints may target

relevant genes or regions that could be pivotal in MCL pathogenesis.
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TABLE 1. Karyotypes of the 19 altered MCL cases determined by M-FISH, CGH and FISH

Case

Variant Sample

Karyotype

M1
M2*

M3*

M4
M5*

M6

M7*

M8

M9

M10*
Ml11
M12*

M13

M14

T
T

—

PB (Cr)
PB (Cr)

LN (Cr)

PB
SP (Cr)

PB (Cr)

PB

PB (Cr)

PB (Cr)

PB (Cr)
PB
PB (Cr)

PB (Cr)

PB (Cr)

46XY,del(6)(?)[2] ,4(2;13)(?;7)[2],t(11;14)(q13;932)[2] [cp6]
30,X,-X[6],-2[51,-6[5],-7[6],-8[7],-9[6],-10[5],-11[81,t(11;14)(q13 ;q32)[7],
del(12)(q11)[4],-13[5],-14[6],-16[5],-17[9],-18[8],-19[7],-20[10],-21[5],-22[5][cp10]
46,XY,del(1)(q24)[4],der(6)t(6;8)(q15;q13)[3],der(6)t(6;15)(p22;q11)[4],
+del(7)(q11)[3],der(8)t(1;8)(q24;p11)[3],t(11;14)(q13;q32)[4],
-18[2],der(18)t(1;18)(q24;q23)[2],+21[2][cp7]

46,XY,t(11;14)(q13;q932)[4][cp7]

45X,-X[6],der(X)t(X;1)(q10;2)[5],der(1) t(1;2)(p32;p12)[5],
der(2)t(1;2)(?;p12)[5],dup(3)(q21qter)[6],der(10)t(X;10)(p11;p14)[6],
del(11)(q21923)[4],t(11;14)(q13;q32)[5],-13[4][cp12]
47.XY,t(2;17)(p11;q13)[6],+3[6],t(8;11;14)(1 1qter—11q13::14q32::8p11—8qter;
11pter—11q13::14q32—14qter; 14pter—14q32::8p11—8pter)[6],
der(17)t(7;17)(p15;p13)[6],-21[3][cp8]

44, XY ,dup(8)(?)[4],der(10)t(10;21)(p12;q11)[4],
-11[4],del(11)(q22q23)[4],-21[4][cp20]

ish del(11q22.3) (ATM-)
45,XX,1(2;13)(q13;q13)[3],-8[3],der(12)t(3;12)(q25;p13)[4],
t(11;14)(q13;932)[6],-20[2],-21[3],der(22)t(18;22)(?;p11)[2][cp10]
42,XY,der(3)t(3;13)(q29;q1 D[3].-

8[6],1(8;11;14)(11qter—q25::8p11—8qter;1 1pter—11q13::14q32— 14qter;14pter—14q32::11q13
—11q25::8p11—8pter [3],-10[5],-11[5],
der(16)(16pter—16q13::197—19?::11?—11q25::8p11—8pter)[2],-21[7],-22[5][cp7]
43,XY,der(10)t(8;10)(q21;q21)[2],t(11;14)(q13;932)[2][cp6]
46,XY,del(6)(q25)[16],-8[16],t(11;14)(q13;q32)[16],+der(12)t(8;12)(q1 1;p13)[16][cp16]
44, XX ,-1[3],del(1)(p21p22)[3],-2[3],-4[2],-6[2],der(6)t(6;13)(q22;q21)[3],
der(9)t(8;9)(7;MN[21,4(11;14)(q13;932)[4],-13[4],-16[4],-17[3],-22[5][cp9]
40,-X[4],-Y[12],del(1)(p22p31)[8],+der(4)t(4;17)(q11;q1 1)[8],
der(8)t(10;8;1;8;1;5)(10pter—10p11::8p11—8q22::1? —1?::8q23—8q24::1?
—1?::57-5?)[11],der(9)t(9;14)(p13;q11)[10],-10[6],
der(10)t(10;22)(q11;q11)[3],der(11)dup(11)(q14q21)ins(11;15)(q21;q22qter)[9],
t(11;14)(q13;932)[9],-14[10],-17[12],-19[6],der(19)t(19;22)(q11;q11)[7],
-20[7],-22[3],-22x2[7],der(22)t(4;22)(q23;q11)[S][cp12]
44,XY,del(7)(q21qter)[2],-10[4],der(10)t(3;10)(?;p14)[4],
t(11;14)(q13;q932)[10],der(13)t(3;10;13)(10p14—10p11::13p11—13q22::3g25—3qter)[9],
der(19)t(15;19)(q22;q11)[5][cp10]
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T PB (Cr)
B BM
B PB
B BM
PB
BM

45,XY,-10[3],der(10)t(3;10)(?;p14)[4],t(11;14)(q13;932)[8],
der(13)t(3;10;13)(10?7—10?::13p11—13q22::3q25—3qter)[8],der(19)t(15;19)(q22;q1 1)[8][cp8]
46,XY ,del(1)(p22p32)[14],dup(3)(ql1qter)[14],
der(15)t(15;21)(q10;q11)[2],t(2;11;14)(p21;q13;q32)[14][cp14]
46,XX,t(11;12;15)(q13;923;922)[10],t(11;14)(q13;q932)[8][cp16]

44, XY, t(1;1)(p22;p36)[4],-10[4],del(11)(q21q23)[4], der(11)t(11;14)(q13;q32)[4],
-13[41,i(13)(q10)[4],der(13)t(3;11;13)(3?—3?::11q13—11q24::13q14—13qter)[4],
der(14)t(10;11;14)(10pter—310p11::14p11—14q32::11q13—11qter)[4],-16[4][cp7]

ish del(11q22.3) (ATM-)

46,XX,t(11;14)(q13;q932)[2][cpl1]
46,X,-X[4],t(2;11;14))(2pter—2q?::14p11—14q32::11q13—qter)[5],-4[5],del(4)(q?)[4],
t(4;14;20)(q11;q11;p13)[2],6(11;14)(q13;932)[4],-12[2],-21[3],-22[3][cp25]

ish del(11922.3) (ATM-)

* Cases with ATM gene deletion detected by RQ-PCR and/or FISH (LSl ATM); T: typical variant; B: blastoid variant; PB:
peripheral blood; Cr: cryopreserved cells; LN: lymph node; SPL: spleen; BM: bone marrow; cp: composite karyotype.
Karyotypes were determined by M-FISH, LSI probes, WCP and breakpoints were strictly revised with CGH data.

140



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

TABLE 2. Karyotypes of 5 MCL-derived cell lines determined by M-FISH, CGH and FISH

Cell line

Karyotype

HBL-2

MAVER-1

MINO

UPN-1

Z-138

41,X-Y[5],der(1)t(1;3)(q22;q13.3)[7],der(1)t(1;3)(q22;q13.3)[3],-3[3].der(3)t(3;15)(q13.3;q1 1)[2],
der(4)t(1;4)(q11;p11)[9],der(6)t(6;11)(q23;p11)[10],der(9)t(3;9)(q13.3;p21)[10],+11[4],
der(11)t(8;11)(q21.3;q11)[5],-12[5],-13[8],der(14)t(11;14)(q13;q32)[14],
der(14)t(14;15)(q32;q11)[9],-15[5],-16[4],del(17)(p12)[7],der(18)t(4;18)(p11;q12)[6],
+der(18)t(4;18)(p11;q12)[3],-19[4],-21[5],-22[4],der(22)t(9;22)(q31;q11)[6][cp14]

38, XY, +der(X)del(X)(q?)[5],der(1)t(1;3)(p36;922)[9],-3[10],
der(6)t(6;der(14)t(11;14)(q14;?)[10],-8[10],der(9)t(3;9;22)(22qter—22q11::9p24—q34::37—3?)[9],
der(10)t(8;10)(q21;p15)[9],i(12)(q10)[10],-13[8],dup(15)(q25qter)[8],
der(17)t(2;8;17)(8?—8?::17p13—17q25::2?2—2?)[7],der(21)t(13;21)(q22;p11)[7],-22[8][cp11]
73,X,-X[12],+Yx2[8],+2[4],del(3)(q21)[4],-3[12],del(5)(p11)[9],del(6)(q21)[8],-6[6],+7x2[5],-8[5],
t(8;11;14)(8pter—q24::14q32—14q32::11q13—11qter;1 1pter—11q13::14q32—qter; 14pter—14q32)[ 5],
t(8;11;14)(8pter—q24::14q32—14q32::11q13—11qter;1 1 pter—11q13::14q32—qter; 1 4pter— 14q32)x2[ 7],
-9[6],der(11)t(11;14)(q24;923)[7],-11[8],-12[5],der(13)t(3;13)(q21;q33)[3],
der(13)t(3;13)(q21;q33)x2[2],del(14)(q23)[6],-14[5],-14x2[4],-15[4],-16[4],-18[6],+20[5],+22[4][cp12]
ish Y(wcp Y++)

42,X,-Y[14],del(2)(q1 D)[7],del(2)(q1 1)x2[2],der(4)t(4;8)(q33;?)[11],-6[3],-8[14],
der(8)t(X;Y;8)(q25;7;p11)[12],der(9)del(9)(p11)del(9)(q21)[8],+der(9)del(9)(p11)del(9)(q21)x2[2],
der(11)t(11;13)(q13;q14)[11],-12[4],i(13)(q10)[10],i(13)(q10)x2[2],-16[12],
der(16)t(9;16)(q21;p11)[12],der(17)t(2;17)(q1 1;p13)[13],del(18q11)[9],der(18)t(16;18)(?;p11)[9],
-19[6],der(19)t(11;19)(q13;?)[11],der(21)t(2;8;21)(27—27::8?—8?::21pl1-21qter)[12],
der(22)t(8;22)(q11;p13)[8][cpl4]

ish t(11;14)(q13;932)( CCND1-; IGH+, CCNDI1+),+der (11)t(11;14)(q13;932) (IGH+;CCND1+)

ish der(19)t (11;19)(p13;?)(wep 19+)
43,X,-Y[4],-2[6],-4[4],+7[5],-10[6],t(11;14)(q13;q32)[11],+13[4],
der(15)t(1;15)(q22;p11)[11],-16[5],-17[6],+18[4][cp12] ish Y (wcp Yx1)

Karyotypes were determined by M-FISH, LSI probes, WCP probes and breakpoints were strictly revised with CGH data.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1. Cytogenetic variability in

MCL cell lines and primary tumors

Case/ Mn/ Mn Non-clonal structural
cell line Ploidy variability® variability”
Ml 46/2n 33.33 0.33
M2 30/nt 80.00 0.20
M3 46/2n 57.14 1.29
M4 44/2n- 0 0
M5 45/2n- 33.33 0.25
M6 47/2n+ 37.50 0.25
M7 44/2n- 10.00 0.00
M8 45/2n- 70.00 0.20
M9 42/2n- 71.43 2.57
M10 43/2n- 66.67 0.83
M1l 46/2n 31.25 0.06
M12 44/2n- 77.78 1.22
M13 40/2n- 66.67 1.17
M14 44/2n- 50.00 0.30
M15 46/2n 37.50 0.13
Ml6 44/2n- 14.29 0
M17 44/2n- 18.75 0.06
M18 46/2n 71.43 0.57
M19 46/2n 90.91 0.82
JVM-2 46/2n 0 0
GRANTA-519  42/2n- 41.6 0.25
REC-1 35/2n- 66.6 0.83
JEKO-1 76/3n+ 54.5 0.45
NCEB-1 87/4n- 73.3 0.27
HBL-2 41/2n- 85.71 0.92
MAVER-1 38/2n- 72.73 0.18
MINO 73/3n+ 83.33 0.08
UPN-1 42/2n- 71.43 0.43
7Z-138 43/2n- 83.33 0

Mn: modal number;

* Percentage of metaphases in which the chromosome number is

different from the modal number;
® Number of non-clonal structural rearrangements per cell.
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SUPPLEMENTARY TABLE 2. CCNDI1 expression in MCL cases and cell lines

Complex CCND1 Expression of short 3'UTR

Sample translocation Total expression” deficient transcript”
HBL-2 No 2.4 4.5

REC-1" No 27 0
MAVER-1 Yes 4.2 3.4

MINO Yes 0.8 5.7
UPN-1* Yes 8.7 0
JEKO-1" Yes 133 0

M5 No 1.5 3.0

M6 Yes 2.5 1.7

M8 No 2.8 0.9

MOo* Yes 4.7 0.85

M10 No 1.1 5.0

MI15 Yes 0.5 4.8

"Possible lack of expression of CCND1 due to complex translocation t(11;14)

Ydeletion of the 3° UTR and * no deletion of the 3°UTR (Slotta-Huspenina et al., 2007)

* CCND1/TBP: relative total CCND1 expression levels

® Short 3'UTR deficint transcritp leves relative to KMS 12 expression (KMS 12 cell line preferntially
expresses CCNDI transcript with a conserved 3'UTR)
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Figure legends

Figure 1: (A) Bar diagrams comparing number of rearrangements and number of
derivative chromosomes in MCL primary cases. (B) Bar diagrams of number of
numerical and structural alterations observed by M-FISH in MCL cases. (C) Bar
diagrams comparing number of rearrangements and number of derivative chromosomes
in MCL cell lines. (D) Bar diagrams of number of numerical and structural alterations

observed by M-FISH in MCL cell lines.

Figure 2: Ideogram of MCL cases showing the minimal common regions detected by
CGH (green and red bars correspond to minimal gains and losses, respectively) and the
incidence of recurrent breakpoints (asterisks). In green letters recurrent breakpoints
observed only by CGH and in red, recurrent breakpoints described for the first time in

MCL.

Figure 3: (A) Representative partial karyotypes of MCL cases displaying translocations
involving the 8pl1 locus, cases M6 and M9 presented the complex t(11;14)(q13;q32); in
chromosome 8; (B) Identification of the cryptic t(11;14)(q13;q32) in case M6 using the
combination of FISH probes (CEP 8 and dual-color dual-fusion t(11;14)); (C)
Representative partial karyotypes of REC-1 and UPN-1 cell lines displaying

translocations involving 8p11 breakpoint.

Figure 4: (A) A representative metaphase of MINO cell line by M-FISH showing a
triploid karyotype with a cryptic t(11;14)(q13;932) (yellow arrow) and two Y
chromosomes (green arrow); (B) FISH using WCP Y probe of MINO cell line validating
the identification of two Y chromosomes; (C and D) Detection of the cryptic

t(11;14)(q13;932) in UPN-1 cell line using M-FISH (C) and dual-color dual fusion FISH
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probe for the t(11;14) (D) over the same metaphase. Yellow arrow points to fusion signal

of the CCND1/IGH on the derivative chromosome 14.

Acknowledgments

Thanks to Lurdes Zamora for providing samples and to Laura Pla and Candida Gomez

for their excellence technical assistance.

145



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

REFERENCES

Allen JE, Hough RE, Goepel JR, Bottomley S, Wilson GA, Alcock HE, Baird M, Lorigan PC,
Vandenberghe EA, Hancock BW, & Hammond DW 2002. Identification of novel regions of
amplification and deletion within mantle cell lymphoma DNA by comparative genomic
hybridization. Br J Haematol 116: 291-298.

Baro C, Salido M, Espinet B, Astier L, Domingo A, Granada I, Milla F, Carrio A, Costa D, Luno E,
Hernandez JM, Campo E, Florensa L, Ferrer A, Salar A, Bellosillo B, Besses C, Serrano S, &
Sole F 2007. New chromosomal alterations in a series of 23 splenic marginal zone lymphoma
patients revealed by Spectral Karyotyping (SKY). Leuk Res.

Bea S, Ribas M, Hernandez JM, Bosch F, Pinyol M, Hernandez L, Garcia JL, Flores T, Gonzalez M,
Lopez-Guillermo A, Piris MA, Cardesa A, Montserrat E, Miro R, & Campo E 1999. Increased
number of chromosomal imbalances and high-level DNA amplifications in mantle cell
lymphoma are associated with blastoid variants. Blood 93: 4365-4374.

Bentz M, Plesch A, Bullinger L, Stilgenbauer S, Ott G, Muller-Hermelink HK, Baudis M, Barth TF,
Moller P, Lichter P, & Dohner H 2000. t(11;14)-positive mantle cell lymphomas exhibit
complex karyotypes and share similarities with B-cell chronic lymphocytic leukemia. Genes
Chromosomes Cancer 27: 285-294.

Bosga-Bouwer AG, Hendriks D, Vellenga E, Zorgdrager H, & van den Berg E 2001. Cytogenetic
analysis of cryopreserved bone marrow cells. Cancer Genet Cytogenet 124: 165-168.

Camacho E, Hernandez L, Hernandez S, Tort F, Bellosillo B, Bea S, Bosch F, Montserrat E, Cardesa A,
Fernandez PL, & Campo E 2002. ATM gene inactivation in mantle cell lymphoma mainly
occurs by truncating mutations and missense mutations involving the phosphatidylinositol-3
kinase domain and is associated with increasing numbers of chromosomal imbalances. Blood 99:
238-244.

Camps J, Salaverria I, Garcia MJ, Prat E, Bea S, Pole JC, Hernandez L, Del Rey J, Cigudosa JC, Bernues
M, Caldas C, Colomer D, Miro R, & Campo E 2006. Genomic imbalances and patterns of
karyotypic variability in mantle-cell lymphoma cell lines. Leuk Res 30: 923-934.

Cuneo A, Bigoni R, Rigolin GM, Roberti MG, Bardi A, Piva N, Milani R, Bullrich F, Veronese ML,
Croce C, Birg F, Dohner H, Hagemeijer A, & Castoldi G 1999. Cytogenetic profile of
lymphoma of follicle mantle lineage: correlation with clinicobiologic features. Blood 93: 1372-
1380.

Durkin SG & Glover TW 2007. Chromosome Fragile Sites. Annu.Rev.Genet. (in press).

Espinet B, Sole F, Woessner S, Bosch F, Florensa L, Campo E, Costa D, Lloveras E, Vila RM, Besses C,
Montserrat E, & Sans-Sabrafen J 1999. Translocation (11;14)(q13;q32) and preferential
involvement of chromosomes 1, 2,9, 13, and 17 in mantle cell lymphoma. Cancer Genet
Cytogenet 111: 92-98.

Gazzo S, de Colella JM, & Callet-Bauchu E 2006. Sequential fluorescence in situ hybridisation analysis
for cryptic t(11;14)(q13;932) in mantle cell lymphoma. Br J Haematol 134: 452.

Gazzo S, Felman P, Berger F, Salles G, Magaud JP, & Callet-Bauchu E 2005. Atypical cytogenetic
presentation of t(11;14) in mantle cell lymphoma. Haematologica 90: 1708-1709.

Gruszka-Westwood AM, Atkinson S, Summersgill BM, Shipley J, Elnenaei MO, Jain P, Hamoudi RA,
Kaeda JS, Wotherspoon AC, Matutes E, & Catovsky D 2002. Unusual case of leukemic mantle
cell lymphoma with amplified CCND1/IGH fusion gene. Genes Chromosomes Cancer 33: 206-
212.

ISCN. 1995 An International System for Human Cytogenetic nomenclature, (1995) Basel: S. Karger AG.

146



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

ISCN.2005 ISCN (2005) An International System for Human Cytogenetic Nomenclature, (2005), Basel:
Karger AG.

Jares P, Colomer D, & Campo E 2007. Genetic and molecular pathogenesis of mantle cell lymphoma:
perspectives for new targeted therapeutics. Nat Rev Cancer 7: 750-762.

Jarosova M, Papajik T, Holzerova M, Dusek L, Pikalova Z, Lakoma I, Raida L, Faber E, Divoka M,
Vlachova S, Prekopova I, Novosadova A, Pospisilova H, & Indrak K 2004. High incidence of
unbalanced chromosomal changes in mantle cell lymphoma detected by comparative genomic
hybridization. Leuk Lymphoma 45: 1835-1846.

Karpova MB, Schoumans J, Blennow E, Ernberg I, Henter JI, Smirnov AF, Nordenskjold M, & Fadeel B
2006. Combined spectral karyotyping, comparative genomic hybridization, and in vitro
apoptyping of a panel of Burkitt's lymphoma-derived B cell lines reveals an unexpected
complexity of chromosomal aberrations and a recurrence of specific abnormalities in
chemoresistant cell lines. Int J Oncol 28: 605-617.

Kohlhammer H, Schwaenen C, Wessendorf S, Holzmann K, Kestler HA, Kienle D, Barth TF, Moller P,
Ott G, Kalla J, Radlwimmer B, Pscherer A, Stilgenbauer S, Dohner H, Lichter P, & Bentz M
2004. Genomic DNA-chip hybridization in t(11;14)-positive mantle cell lymphomas shows a
high frequency of aberrations and allows a refined characterization of consensus regions. Blood
104: 795-801.

Lai R, McDonnell TJ, O'Connor SL, Medeiros LJ, Oudat R, Keating M, Morgan MB, Curiel TJ, & Ford
RJ 2002. Establishment and characterization of a new mantle cell lymphoma cell line, Mino.
Leuk Res 26: 849-855.

Lestou VS, Gascoyne RD, Sehn L, Ludkovski O, Chhanabhai M, Klasa RJ, Husson H, Freedman AS,
Connors JM, & Horsman DE 2003. Multicolour fluorescence in situ hybridization analysis of
t(14;18)-positive follicular lymphoma and correlation with gene expression data and clinical
outcome. Br J Haematol 122: 745-759.

Lovec H, Grzeschiczek A, Kowalski M-B, & Moroy T 1994. Cyclin D1/bcl-1 cooperates with myc genes
in the generation of B- cell lymphomas in transgenic mice. EMBO J 13: 3487-3495.

Maravelaki S, Burford A, Wotherspoon A, Joshi R, Matutes E, Catovsky D, & Brito-Babapulle V 2004.
Molecular cytogenetic study of a mantle cell lymphoma with a complex translocation involving
the CCND1 (11q13) region. Cancer Genet Cytogenet 154: 67-71.

Martinez-Climent JA, Vizcarra E, Sanchez D, Blesa D, Marugan I, Benet I, Sole F, Rubio-Moscardo F,
Terol MJ, Climent J, Sarsotti E, Tormo M, Andreu E, Salido M, Ruiz MA, Prosper F, Siebert R,
Dyer MJ, & Garcia-Conde J 2001. Loss of a novel tumor suppressor gene locus at chromosome
8p is associated with leukemic mantle cell lymphoma. Blood 98: 3479-3482.

McConnell TS, Cordova LM, Baczek NA, Foucar K, & Dewald GW 1990. Chromosome analysis of
cryopreserved cells. Cancer Genet Cytogenet 45: 179-191.

Monni O, Oinonen R, Elonen E, Franssila K, Teerenhovi L, Joensuu H, & Knuutila S 1998. Gain of 3q
and deletion of 11922 are frequent aberrations in mantle cell lymphoma. Genes Chromosomes
Cancer 21: 298-307.

Nagele RG, Freeman T, McMorrow L, Thomson Z, Kitson-Wind K, & Lee H 1999. Chromosomes
exhibit preferential positioning in nuclei of quiescent human cells. J Cell Sci 112 ( Pt 4): 525-
535.

Nanjangud G, Rao PH, Teruya-Feldstein J, Donnelly G, Qin J, Mehra S, Jhanwar SC, Zelenetz AD, &
Chaganti RS 2007. Molecular cytogenetic analysis of follicular lymphoma (FL) provides
detailed characterization of chromosomal instability associated with the t(14;18)(q32;q21)
positive and negative subsets and histologic progression. Cytogenet Genome Res 118: 337-344.

147



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

Rimokh R, Berger F, Delsol G, Digonnet I, Rouault JP, Tigaud JD, Gadoux M, Coiffier B, Bryon PA, &
Magaud P 1994. Detection of the chromosomal translocation t(11;14) by polymerase chain
reaction in mantle cell lymphomas. Blood 83: 1871-1875.

Rinaldi A, Kwee I, Taborelli M, Largo C, Uccella S, Martin V, Poretti G, Gaidano G, Calabrese G,
Martinelli G, Baldini L, Pruneri G, Capella C, Zucca E, Cotter FE, Cigudosa JC, Catapano CV,
Tibiletti MG, & Bertoni F 2006. Genomic and expression profiling identifies the B-cell
associated tyrosine kinase Syk as a possible therapeutic target in mantle cell lymphoma. Br J
Haematol 132: 303-316.

Rubio-Moscardo F, Climent J, Siebert R, Piris MA, Martin-Subero JI, Nielander I, Garcia-Conde J, Dyer
MJ, Terol MJ, Pinkel D, & Martinez-Climent JA 2005. Mantle-cell lymphoma genotypes
identified with CGH to BAC microarrays define a leukemic subgroup of disease and predict
patient outcome. Blood 105: 4445-4454.

Sachs RK, Chen AM, & Brenner DJ 1997. Review: proximity effects in the production of chromosome
aberrations by ionizing radiation. Int J Radiat Biol 71: 1-19.

Salaverria I, Bea S, Lopez-Guillermo A, Lespinet V, Pinyol M, Burkhardt B, Lamant L, Zettl A, Horsman
DE, Gascoyne RD, Ott G, Siebert R, Delsol G, & Campo E 2008. Genomic Profiling reveals
different genetic aberration in systemic ALK-positive and ALK-negative Anaplastic Large Cell
Lymphomas . Br J Haematol. (in press).

Salaverria I, Perez-Galan P, Colomer D, & Campo E 2006. Mantle cell lymphoma: from pathology and
molecular pathogenesis to new therapeutic perspectives. Haematologica 91: 11-16.

Salaverria I, Zettl A, Bea S, Moreno V, Valls J, Hartmann E, Ott G, Wright G, Lopez-Guillermo A, Chan
WC, Weisenburger DD, Gascoyne RD, Grogan TM, Delabie J, Jaffe ES, Montserrat E, Muller-
Hermelink HK, Staudt LM, Rosenwald A, & Campo E 2007. Specific secondary genetic
alterations in mantle cell lymphoma provide prognostic information independent of the gene
expression-based proliferation signature. J Clin Oncol 25: 1216-1222.

Schaffner C, Idler I, Stilgenbauer S, Dohner H, & Lichter P 2000. Mantle cell lymphoma is characterized
by inactivation of the ATM gene. Proc Natl Acad Sci U S A 97: 2773-2778.

Schraders M, Pfundt R, Straatman HM, Janssen IM, van Kessel AG, Schoenmakers EF, van Krieken JH,
& Groenen PJ 2005. Novel chromosomal imbalances in mantle cell lymphoma detected by
genome-wide array-based comparative genomic hybridization. Blood 105: 1686-1693.

Seto M, Yamamoto K, lida S, Akao Y, Utsumi KR, Kubonishi I, Miyoshi I, Ohtsuki T, Yawata Y,
Namba M, & . 1992. Gene rearrangement and overexpression of PRAD1 in lymphoid
malignancy with t(11;14)(q13;q32) translocation. Oncogene 7: 1401-1406.

Slotta-Huspenina J, Koch I, Richter M, Bink K, Kremer M, Specht K, Krugmann J, Quintanilla-Martinez
L, & Fend F 2007. Cyclin D1 positive multiple myeloma: Predominance of the short, 3'UTR-
deficient transcript is associated with high cyclin D1 mRNA levels in cases with t(11;14)
translocation, but does not correlate with proliferation rate or genomic deletions. Leuk.Res. (in
press).

Speicher MR, Gwyn BS, & Ward DC 1996. Karyotyping human chromosomes by combinatorial multi-
fluor FISH. Nat Genet 12: 368-375.

Tagawa H, Karnan S, Suzuki R, Matsuo K, Zhang X, Ota A, Morishima Y, Nakamura S, & Seto M 2005.
Genome-wide array-based CGH for mantle cell lymphoma: identification of homozygous
deletions of the proapoptotic gene BIM. Oncogene 24: 1348-1358.

Wiestner A, Tehrani M, Chiorazzi M, Wright G, Gibellini F, Nakayama K, Liu H, Rosenwald A, Muller-
Hermelink HK, Ott G, Chan WC, Greiner TC, Weisenburger DD, Vose J, Armitage JO,
Gascoyne RD, Connors JM, Campo E, Montserrat E, Bosch F, Smeland EB, Kvaloy S, Holte H,
Delabie J, Fisher RI, Grogan TM, Miller TP, Wilson WH, Jaffe ES, & Staudt LM 2007. Point

148



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

mutations and genomic deletions in CCND1 create stable truncated cyclin D1 mRNAs that are
associated with increased proliferation rate and shorter survival. Blood 109: 4599-4606.

Wilodarska I, Pittaluga S, Hagemeijer A, Wolf-Peeters C, & Van Den Berghe H. 1999. Secondary
chromosome changes in mantle cell lymphoma. Haematologica 84: 594-599.

Wong KF 1999. 11q13 is a cytogenetically promiscuous site in hematologic malignancies. Cancer Genet
Cytogenet 113: 93-95.

Zhu Y, Monni O, Franssila K, Elonen E, Vilpo J, Joensuu H, & Knuutila S 2000. Deletions at 11q23 in
different lymphoma subtypes. Haematologica 85: 908-912.

149



Resultats

Estudi de la inestabilitat genomica en MCL

Figure 1

IR AWOF0 W D
A X 1z m® & El LI 8 51 41 El Z Il Ol &
IFEN e )3 AWM i e I-Nd OWN (4B ETH o
1 Lz
L1 Mt
Lo ra
Lzl 8
rak
Bl
Il
I
1
23| ELLILIE EE E30 1) e
& ® AN - | sawozowonga amEmIApD o O Ak
i 1
SIPIWUE Ereon. 7] arawabenes wooy i o
| LE oz
a )
L = ofk
AWOF0 WA 1]
] A y T OIT a4 sl k] U T I B 1 | n a
GLOE SEN L0 9L SEN LA ELO TLN LA QLne GH 30 M 9n SHod EN TH N 0
-0
rl
T
rt
|
1 rd
0 b
1}
]
il
o
t
m o al
salRwUE EruEeon )
I il 2l
23] ELWOUE EDIALL 0 0N _H_ FHWOFOW D ANIEMIAP ON [
104
| a
] FLENTE i [IT=ETRT R
! o L o
L gl k-4
LA

150



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

Figure 2
“1p32 E Q =]
[ — ~4q11
=
—_ | 3425
- l-3q20
1 2 3 a 5

] =1

R I — I = = RREEN
By = E E

*11g13 | e

- . 12021

P = 11921 5 q

EIBE‘Q‘1 = 11%23*'

12

g =] 10 11

» (IO
- THIIE

== == m o L
E E&. B- E E E
13 14 12 16 17 18
= = = = E =
g*ﬂdqﬂ = ﬁ g E @
19 20 21 22 ey e
Figure 3

S per 11t 111514) (a12,932)

1A
L
1

IGHAZCND

151



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Resultats

Figure 4

der (11}t {11; 1)iq13;932)

IGH/CCND1
u

152



Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Discussio

DISCUSSIO




Estudi de la inestabilitat genomica en MCL Discussio

Els resultats presentats en aquesta tesi permeten aprofundir en el coneixement de la
genetica del limfoma de cél-lules del mantell (MCL). En el primer i I’tltim treball
d’aquesta tesi la combinaci6 de diferents técniques citogenetiques com son la CGH,
CGH array, M-FISH 1 FISH ha permés acurar en la descripcié de les alteracions
secundaries que caracteritzen tant aquest tipus de limfoma com de les linies cel-lulars
derivades de MCL, delimitant les regions minimes de guany i1 peérdua i de trencament
cromosOmic 1 aixi acurar les regions cromosomiques que poden contenir TSGs i
oncogens. Per altra banda la correlacié entre les dades genétiques, les dades cliniques i
les dades d’expressi6é han permes identificar alteracions genétiques amb valor pronostic
1 veure quins gens presenten alteracions en I’expressio en funcié dels guanys o perdues

de la regio on esta localitzat.

Les anomalies cromosomiques en neoplasies hematologiques son una font important per
a la identificacié de gens que tenen un paper critic en cancer, per tant les linies cel-lulars
son una font molt valuosa per aquest tipus d’investigacions. Es per aixd que en el
primer treball d’aquesta tesi hem caracteritzat citogenética i molecularment cinc linies
cel-lulars de MCL (JVM-2, GRANTA-519, NCEB-1, JEKO-1 i REC-1) utilitzant M-
FISH, CGH i CGH array. Els resultats de CGH array van delimitar de forma més
precisa els guanys i perdues detectats per CGH, mentre que el M-FISH va permetre la
identificaci6 dels cromosomes marcadors no identificats mitjangant CC. Les alteracions
cromosomiques observades en aquestes cinc linies cel-lulars estan en concordancia amb
estudis previs en tumors primaris.(Wlodarska et al., 1999;Monni et al., 1998;Bea et al.,
1999;Bentz et al., 2000;Allen et al., 2002;Martinez-Climent et al., 2001;de Leeuw et al.,
2004;Tagawa et al., 2005;Rubio-Moscardo et al., 2005) Només els guanys de 2pl4,
13q14-g21.2 1 13q14.34, i pérdues a 17q21.2—q22.2 estan restringits a aquestes linies
cel-lulars i no s’havien detectat en séries preévies de MCL mitjancant CGH o CGH
array. S’han identificat nous punts de trencament localitzats a 1p31.1, 9922, 13ql3,
15921-g22, 17ql1 i1 17921.2 i regions minimes no préviament identificades, com els
guanys de 13q34-qter i les perdues de 11g23.3-qter i 17q21.2-q22.2. També s’han
identificat punts de trencament implicats en translocacions equilibrades a 1932, 4pl6,
Spll, 5pl4, 625, 9p23, 9934, 10pll 1 Xq22, mitjancant M-FISH. La majoria de
discontinuitats detectades per CGH array es van confirmar mitjangcant M-FISH, excepte

les localitzades a 8q23.2, 8q24.22, 8q24.3, 11pl3, 11pl5.5, 11921, 11q23.3, 12pl2,
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12q12, 13ql3.3, 13q22, 13q33, 17q21.2, 17922, 17q23.2, 18q22.1, probablement
generades per petites duplicacions i delecions intersticials no detectables per M-FISH.
També hem identificat una série de patrons de variabilitat in vitro en funcié de les
alteracions cromosomiques, com ja s’ha descrit en diversos tumors solids.(Albertson et
al., 2003) Per una banda, la linia cel-lular JVM-2 presenta un cariotip estable;
GRANTA-519, NCEB-1 i JEKO-1 presenten en canvi, certa inestabilitat numerica pero
no mostren un nombre elevat d’alteracions estructurals. GRANTA-519 presenta
heterogeneitat numeérica amb prevaléncia d’un sol clon, mentre que NCEB-1 1 JEKO-1
mostren cariotips propers a la tetraploidia i a la triploidia, respectivament. Les c¢l-lules
cancerigenes tenen diferents maneres d’esdevenir tetraploides ja sigui per un arrest
mitotic, per una citocinesi anomala, per defectes del fus mitotic, o bé per fenomens
d’endoreduplicacid, sent les metafases endoreduplicades aquelles que presenten quatre
cromatides de cada cromosoma. Nosaltres considerem també, com una evidéncia d’un
fenomen d’endoreduplicacié, la preséncia de cromosomes marcadors duplicats i la
manca d’un elevat grau d’aneuploidia. Aquestes caracteristiques s’observen en aquestes
dues linies cel-lulars, NCEB-1 1 JEKO-1, suggerint que I’endoreduplicacid podria ser el
fenomen més probable per a justificar el seu canvi de ploidia.

Finalment hem vist que REC-1 presenta un cariotip inestable amb un elevat nombre
d’alteracions tant numeriques com estructurals. L’elevat grau d’alteracions no-clonals €s
la rad per la qual aquesta linia es considera que té un eleva grau d’heterogeneitat
estructural.

La freqiient inactivacié dels gens P16™® i TP53 és un fenomen conegut en MCL,
particularment en les variants blastoides,(Greiner et al.,, 1996;Hernandez et al.,
1996;Dreyling et al., 1997;Pinyol et al., 1997) trobant-se les mutacions de TP53

majoritiriament en tumors amb P16™<%

no alterat.(Pinyol et al., 2000;Gronbacek et al.,
2000) En I’estudi amb linies cel-lulars de MCL hem vist que aquestes mostren un patr6
d’inactivacié d’aquests gens alternatiu, donat que les mutacions de TP53 es troben a les

INK4
6% mentre que

linies JEKO-1 1 NCEB-1 les quals no tenen alteracions del locus P1
les linies GRANTA-519 i REC-1, presenten delecions homozigotes de P16™* i el gen
TP53 sense alteracions. Es interessant el fet d’haver trobat dues linies cel-lulars que
presenten alteracions de TP53 i alhora presenten alteracions de la seva ploidia donat que
aix0 suggereix que les alteracions d’aquest gen podrien estar facilitant el

desenvolupament d’aquest fenotip.
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Finalment, en aquest primer treball, també hem descobert un fenomen curios a la linia
cel-lular NCEB-1. Hem trobat cromosomes de ratoli, els quals provablement provenen
de la fusi6 de les cel-lules de la linia amb els fibroblasts de ratoli que es van utilitzar per
aconseguir la proliferacié cel-lular in vitro, en el moment de 1’establiment de la linia
donat que s’ha observat la seva preséncia en estocs independents que apunten a un
origen comu de la contaminacié en el seu laboratori d’origen(Drexler & MacLeod,
2006) El manteniment d’aquests cromosomes murins en tots els estocs de la linia des de
el seu establiment fins a I’actualitat, suggereix que aquesta linia cel-lular tolera aquesta
situaci6é genomica de inestabilitat i que possiblement, aquests cromosomes poden haver

facilitat la seva immortalitzacio.

Un cop realitzada aquesta caracteritzacié de linies cel-lulars de MCL i donat que el
nostre grup de recerca esta dins del consorci internacional Leukemia/Lymphoma
Molecular Profiling Project (LLMPP) vam pensar de realitzar un estudi d’una série
llarga de MCL de casos que provenen de diferents institucions del consorci, no
préviament analitzats en cap serie anterior del nostre grup.

D’aquesta serie que constava de 77 casos no només teniem les dades cliniques sind que
havien estat ja caracteritzats segons el seu perfil d’expressi6 mitjancant la plataforma
Lymphochip. Aquest estudi d’expressio anterior havia ja identificat la preséncia de sis
casos que malgrat presentar les mateixes caracteristiques cliniques, morfologiques i
fenotipiques 1 el mateix perfil d’expressio que els MCL convencionals, no expressaven
CCNDI1(Rosenwald et al., 2003b;Fu et al., 2005) Aquests sis casos han estat anomenats
MCL CCNDl-negatius i sembla ser que presenten sobre-expressio6 de CCND2 1
CCND3 suggerint que aquesta sobre-expressio podria ser un mecanisme alternatiu en
MCL. Per tant la nostra série constava de 71 casos CCNDI-positius i 6 negatius.
Nosaltres en realitzar la caracteritzacio citogenética d’aquests casos mitjangant CGH,
hem demostrat que aquests dos subgrups comparteixen també les mateixes alteracions
secundaries essent les alteracions secundaries recurrents dels CCNDI-negatius els
guanys de 3q, 8q 1 15q 1 les perdues de 1p, 8p23-pter, 9p21-pter, 11q21-q23 i 13q, que
son les mateixes que s’observen de forma recurrent en els MCL convencionals.
Aquestes troballes recolzen la idea que pertanyen a la mateixa entitat biologica
compartint patrons d’evolucid similars.

L’analisi combinat de CGH 1 microarrays realitzat a partir de DNA i RNA obtingut del

mateix teixit, ens ha permes estudiar la relacidé entre les alteracions genomiques i
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I’expressio de gens localitzats en regions alterades especifiques d’aquests MCL, per tal
d’identificar gens diana desregulats, com ja s’havia realizat en un estudi previ del nostre
grup també en col-laboraci6 amb el LLMPP en DLBCL.(Bea et al., 2005) Les set
regions escollides per a realitzar aquest estudi han estat 1p21-p31, 3q25-qter, 8p21-pter,
9p21-pter, 9g21-q32, 11g21-g23, i 13932-q33 entre les que es troben algunes regions
relacionades amb la proliferacié o amb la supervivéncia dels pacients. En concordanga
amb el nostre estudi previ en DLCBL, entre un 27% 1 un 62% dels gens localitzats en
aquestes regions cromosoOmiques mostraven significativament canvis de 1’expressié en
els casos que presentaven alteracié de la regid. Aquest fenomen pel qual no tots els gens
d’una regidé alterada varien la seva expressio davant d’una alteracio, esta en
concordanga amb altres treballs que s’han realitzat en tumors solids. Una possible
explicacid seria el fet que només una petita part dels gens que formen el genoma sén
expressats a la cel-lula normal de la qual deriva la cel-lula tumoral.(Hyman et al.,
2002;Pollack et al., 2002) També és possible que altres alteracions genétiques o una
desregulacié de gens reguladors clau pugui estar influenciant els nivells d’expressid
d’alguns dels gens localitzats en aquestes regions de forma independent a les alteracions
gengtiques.

Hem vist que alguns dels gens desregulats es troben involucrats en la proliferacio
cel-lular, com per exemple YEATS2, PICK3, ACTL6 (3927), RFC4 (3g28) i CENTB2
(3929), reparaci6 del dany al DNA i manteniment de 1’estabilitat cromosomica, com per
exemple FANCC i XPA (9q22), RAD23 (9q32), ESCO2 (8p21), ATM (11q23), ERCC5 i
LIG4 (13g33), o homeostasi cel-lular i apoptosi, com BIRC2 (11q22), SIAH2 (3q25),
CASP1i CASP4 (11g21), CLU i TNFRSF10D (8p21) i PAK2 (3q29).

Tal i com ja s’ha comentat, les alteracions de 3q25-qter s6n una caracteristica comt no
només en MCL sin6 també en el subgrup de ABC-DLBCL.(Bea et al., 2005) Tot i aixi,
el conjunt de gens desregulats degut al guany o amplificacid d’aquesta regid
cromosomica, ¢s relativament diferent en els dos tipus de limfoma. Hem pogut avaluar
30 gens en comu de la plataforma Lymphochip i els resultats indiquen que el guany
d’aquesta regié implica una sobre-expressio de 45% 1 36% dels gens en totes dues
entitats, respectivament. Es interessant el fet que malgrat les diferéncies existeixin set
gens que es troben sobre-expressats en totes dues entitats (SIAH2, PDCD10, RFC4,
OPA1, PPP1R2, PAK2 i KIAA0226) mentre que la sobre-expressid d’un grup de vuit
gens (GPR160, PIK3CA, SIAT1, LPP, CCDC50, CENTB2, ACK1, i TFRC) i un altre 2
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gens (GMPS i BDH) estigués restringida especificament a MCL i ABC-DLBCL,
respectivament.

També D’analisi per microarrays d’aquests casos ha identificat recentment que la
proliferaci6 juga un paper molt important com indicador pronostic integrant diferents
fenomens oncogenics que es donen en la progressié dels MCLs.(Rosenwald et al.,
2003b) També s’ha observat que la quantificacid d’aquesta proliferacio, mitjancant els
nivells d’expressio de 20 gens implicats en proliferacio, estratifica els pacients en funcio
de la seva supervivencia, estant els casos poc proliferatius associats a bon pronostic i els
casos altament proliferatius associats a un curs clinic més agressiu. Per altra banda ja
s’ha vist en estudis previs que els guanys de 3q, les pérdues de 8p, 9p, 9q, 13q 1 17p
estan associats una evoluci6 clinica més rapida,(Bea et al., 1999;Kohlhammer et al.,
2004;Rubio-Moscardo et al., 2005) tot i que la relaci6 d’aquestes alteracions amb la
proliferacid no esta clara. En el nostre estudi, hem observat que els guanys de 3q27-qter,
les perdues de 8p21-pter, 9p21-pter, i 9q21-q32 estan associades a un pitjor pronostic,
sent els guanys de 3q27-qter i 9q21-q32 alteracions associades a pitjor prondstic
independentment de la proliferacio. L’observacié de que les pérdues de 9p21-pter no
estiguin associades a pronostic independentment de la proliferacid, té sentit donada

I’estreta associacio de les pérdues de P16 %

amb elevats nivells de proliferacio de les
cel-lules tumorals. A més, també hem pogut observar que les alteracions de 3q27-qter 1
9g21-g32 sembla que tinguin una influéncia en I’evolucidé de diferents subtipus de
tumors. Per una banda, hem observat que les alteracions de 3q presenten impacte en
aquells casos en els que els nivells de proliferacié son baixos mentre que les alteracions
de 9q semblen afectar a aquell grup de MCL que presenta nivells alts de proliferacio.

En conclusid, en aquest estudi en una serie llarga de MCL estudiats per CGH hem vist
que existeixen alteracions genétiques que presenten un impacte en la supervivencia del
pacient de forma independent de 1’activitat proliferativa del tumor, de manera que un
model predictiu que combinés la quantificacié de la proliferacid i el perfil genétic
podria millorar I’estimaci6 del pronostic del pacient. Es per aixo que s’ha sol-licitant un
patent de la combinacié de les dades del Lymphochip i la CGH inscrita el 25 de juliol
del 2006 amb el nombre 11/493.387 (Estats Units) i el titol, Methods for identifying,

diagnosing, and predicting, survival of lymphomas.
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Un cop estudiades les alteracions secundaries de MCL en aquesta série llarga de MCL,
en el tercer estudi d’aquesta tesi va hem analitzat una altra caracteristica molt especifica
dels MCL, la leucemitzaci6. Per tal de dur a terme aquest treball, hem estudiat les
caracteristiques a nivell morfologic, immunofenotipic i el perfil genétic de 48 pacients
de MCL en funcié de la preséncia o abséncia d’afectaci6 de la malaltia en sang
periférica.

L’afectacio de sang periférica 1 moll d’os, €s una caracteristica ben definida en MCL,
malgrat aix0, la seva incidéncia no ha estat del tot ben analitzada, és per aixo que
presenta uns valors variables que van d’un 13% a un 77% dels pacients en funcié de la
série analitzada. Molts d’aquests estudis perd tenen certes mancances en el criteri
morfoldgic 1 immunofenotipic.(Argatoff et al., 1997;Duggan et al., 1990) En el nostre
estudi, hem observat mitjancant FC que 1’afectacio leucémica és present en gairebé tots
els pacients (92%), incloent pacients que a nivell morfologic no presentaven evidéncia
de leucémia. Les diferéncies entre el nostre estudi i un estudi anterior, en el qual el
percentatge de casos amb leucemitzacié només era del 26% poden ser degudes al baix
percentatge de leucemitzacid observat en moll d’os en aquest treball anterior (27%)
donat que la seva preséncia estan estretament relacionades.(Gu et al., 2004)

A més de la translocacio t(11;14)(q13;932), s’han descrit moltes alteracions genétiques
secundaries associades a MCL. En un estudi recent, s’ha proposat que les pérdues de 8p
es donen de forma més freqiient en casos amb afectacido leucemica (79% vs.
11%).(Martinez-Climent et al., 2001) A més, s’ha observat en una série petita, que la
perdua de 8p és I’alteracié addicional més freqiient a banda de la t(11;14).(Vizcarra et
al., 2001) Cal dir perd, que aquests casos presentaven limfocitosi sense afectaciod
ganglionar al diagnostic, malgrat el MCL és una malaltia fonamentalment ganglionar,
per tant podria ser que no fossin MCL leucemitzats, sin6 altres entitats amb la t(11;14).
En I’estudi per CGH del nostre treball hem vist que les alteracions observades quadren
amb estudis anteriors de CGH i1 que en contrast amb les troballes anteriors, les variants
leucémiques no presenten una freqiiencia tant elevada de perdues de 8p com 1’observada
en els altres treballs (només 4 pacients amb presentacio a nivell morfologic 1 un pacient
amb només expressio detectable per FC). Aquest fet posaria en dubte I’afirmacié de que
les perdues de 8p son un marcador de leucemitzacié com s’havia dit anteriorment.
Aquestes discrepancies poden ser degudes als diferents criteris utilitzats a 1’hora de
seleccionar els casos, o bé per les diferents definicions d’afectacié leucémica. En el

nostre estudi, el diagnostic s’ha basat en I’evidéncia morfologica i molecular de MCL. a
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diferéncia d’altres estudis en els quals s’han seleccionat els casos unicament en funcid
de la presencia de t(11;14)(q13;932), independentment del diagnostic de MCL..

Per altra banda, no vam observar diferéncies a nivell d’alteracions genetiques entre els
casos amb 1 sense afectacid leucémica a nivell morfologic, fet relativament logic donat
que la majoria de pacients presentaven afectacidé detectada per FC. Tot i aixi es va
observar que els casos que presentaven nivells de limfocits > 5 x 10°/L presentaven més
freqlientment guanys de 3q i peérdues de 10p, sent I’alteracié de 3q, una de les
alteracions més freqiients descrites en aquesta malaltia, i pitjor pronostic.

L’impacte pronostic de I’expressio leucemica en MCL és controvertit.(Argatoff et al.,
1997;Bosch et al., 1998;Wong et al., 1999) Alguns estudis han mostrat que la preséncia
de limfocitosi al diagnostic esta associada amb un pitjor pronostic,(Duggan et al.,
1990;Samaha et al., 1998) concretament quan el recompte de limfocits €s major de 10 x
10°/L.(Schlette et al., 2001;Pittaluga et al., 1996) Mentre que altres estudis no han trobat
diferéncies a nivell de superviveéncia entre pacients amb i sense afectacié leuceémica.
(Cohen et al., 1998;Matutes et al., 2004)

En el nostre estudi, la mitjana de superviveéncia de la série global és d’uns 30 mesos i no
s’observen diferéncies entre els pacients amb i sense evidéncia de leucemitzacio a nivell
morfologic. Els nivells de cel-lules tumorals circulants detectades per FC o a nivell
morfologic poden ser un indicador de la malaltia, més que no pas un indicador

pronostic.

Després de 1’estudi previ en linies cel-lulars de MCL mitjangant la combinaci6 de M-
FISH 1 CGH en el qual vam caracteritzar cariotipicament aquestes linies cel-lulars i vam
estudiar els seus patrons d’inestabilitat, vam pensar que seria bo reproduir I’estudi en
tumors primaris donat que en segon treball d’aquesta tesi haviem caracteritzat
mitjangant CGH una serie gran de MCL pero no disposavem informacié a nivell de
punts de trencament o dels reordenaments presents en aquesta malaltia. Com ja hem
comentat, el M-FISH és una técnica que facilita el cariotipat dels genomes tumorals i
permet la identificaci6 de reordenaments complexos, translocacions criptiques i
cromosomes marcadors no detectats per citogenética convencional i proporcionen una
quantificacidé més precisa de la inestabilitat intermetafasica. En aquest analisi hem
inclos 25 mostres de MCL i cinc linies cel-lulars no préviament estudiades. (HBL-2,

MAVER-1, MINO, UPN-1 i Z-138). Com es ben sabut el material necessari per a
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I’analisi per M-FISH son cél-lules en divisid. Davant la manca de material fresc, vam
utilitzar material criopreservat de 16 de les 25 mostres estudiades.

L’analisi ens ha mostrat que el 83% dels casos presenten cariotips alterats amb un elevat
nombre d’alteracions estructurals, preferentment alteracions dels cromosomes 8, 101 1,
i de 11 1 14 degut a la translocacio t(11;14), i d’alteracions numeriques. Com era
d’esperar pels nostres resultats anteriors, les linies cel-lulars mostren cariotips més
complexos que els tumors primaris, amb alteracions estructurals en les que els
cromosomes 9, 1 i 8 eren els més reordenats. Cal esmentar que no hem trobat
translocacions recurrents, malgrat hem identificat algunes alteracions cromosomiques
que presenten punts de trencament recurrents implicats en els reordenaments. Es
interessant el fet que del conjunt de linies cel-lulars i tumors primaris, els cromosomes
més alterats siguin 1 1 8 concretament les regions 1p22 i 8pl1 (trobats en 4 casos i 2
linies cel-lulars cadascun). Hem vist que les alteracions que impliquen 1p22
preferentment estan associades a una pérdua de material fet esperat donat que les
alteracions de 1p21-p31 son de les més freqiients en MCL.(Bentz et al., 2000;Allen et
al., 2002;Schraders et al., 2005;Tagawa et al., 2005) En contrast les alteracions a 8p22
estan implicades de forma preferent en reordenaments complexos, que a més en dos
casos inclouen la t(11;14). Pel que sabem aquest €s el primer estudi que s’ha realitzat en
una série llarga de MCL utilitzat M-FISH o SKY. Si comparem amb altres estudis
realitzats en altres neoplasies de cél-lula B, la nostra series presenta el nivell més elevat
d’alteracions.(Lestou et al., 2003;Karpova et al., 2006;Baro et al., 2007;Nanjangud et
al., 2007)en acord amb els resultats observats mitjangant altres técniques. (Salaverria et
al., 2000)

Per altra banda, malgrat no hem observat alteracions recurrents a banda de la t(11;14),
hem identificat punts de trencament recurrents alguns dels quals 1p32, 3q25, 4qll,
8pll, 8qll, 10p14, 11923, 1 15922 no s’havien descrit mai com a punts associats a
alteracio estructural. Aquesta informacid és novedosa, donat que malgrat s’han descrit
molts punts de trencament perd aquests no sempre estan associats a alteracions
estructurals, sind que poden estar associades a amplificacions. En el primer estudi
presentat en aquesta tesi, hem calculat la inestabilitat cromosomica de 5 linies cel-lulars
basant-nos en la variabilitat del nombre modal 1 la variabilitat en bases a les alteracions
estructurals no-clonals. En aquest tltim treball hem reproduit aquest estudi en la série
de tumors primaris i en les cinc linies addicionals i hem observat que els nivells

d’inestabilitat son similars en la majoria dels tumors i en les linies cel-lulars, amb
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I’excepcid de JVM-2 que no presenta variabilitat de nombre modal ni variabilitat basada
en alteracions estructurals no-clonals, de forma similar a un grup de quatre casos de
MCL molt estables.

També hem descobert que la linia cel-lular MINO presenta cromosomes de Y malgrat
suposadament estava derivada d’un pacient de MCL de sexe femeni.(Lai et al., 2002)
L’explicacié d’aquest fenomen pot ser la delecié del gen Sex-determing region Y (SRY)
que codifica pel factor determinant de testicles (TDF), que s’encarrega d’iniciar la
determinacid sexual en homes.

Per altra banda, ha estat descrit que els casos els casos MCL tipics amb inactivacio
d’ATM presenten més nombres d’alteracions.(Camacho et al., 2002) En 1’estudi actual
amb casos totalment independents de MCL, el nombre d’alteracions (tant numériques
com estructurals) és més alt en els casos amb deleci6 d’ATM malgrat no presenta
significacio estadistica. L’estudi actual és limitat donat que no hem estudiat les
mutacions d’ATM, malgrat tot sembla que es manifesta 1’associacio entre la inactivacid
d’ATM 1 els cariotips complexos.

Estudis recents han identificats translocacions t(11;14)(q13;q32) criptiques en MCL
utilitzant la combinacié de CC i FISH en 18 casos (Gazzo et al., 2005) i la combinacio
de FISH i M-FISH en casos puntuals (Wong, 1999;Gruszka-Westwood et al.,
2002;Maravelaki et al., 2004;Gazzo et al., 2006) En la nostra seérie hem identificat un
grup de cinc tumors primaris i quatre linies cel-lulars que presenten translocacions
t(11;14) complexes. La utilitzaci6 del M-FISH a permeés identificar la translocacid
complexa t(11;14) en el cas M9 mentre que en el cas M6 i en les linies cel-lulars UPN-1
1 MINO, la translocacié t(11;14) criptica només s’ha pogut detectar mitjangant la
combinaciéo de M-FISH 1 FISH. També¢ ¢és interessant el fet que dos casos i1 una linia
cel-lular presentessin la t(11;14) reordenada amb el cromosoma 8, fet que ja s’havia
descrit anteriorment en un cas per Gazzo et al.(Gazzo et al., 2005) Cada cop existeixen
més evideéncies que demostren que els reordenaments entre cromosomes no soOn a
I’atzar. En els nuclis interfasics de cel-lules de mamifers i pollastre, els cromosomes no
es posicionen a 1’atzar en el nucli si no que ho fan en funcié de la seva densitat o la seva
mida. S ha suggerit per tant que la proximitat fisica afavoreix els intercanvis de material
entre cromosomes proxims (Sachs et al., 1997) En aquest sentit, s’ha observat que els
cromosomes 11 1 8 es troben propers, no només en les rosetes mitotiques sin6d també en

el nucli interfasic.(Nagele et al., 1999)
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La formulaci6 d’aquestes translocacions complexes segueix diferents regles
estandards,(ISCN 1995, 1995) malgrat tot nosaltres pensem que la nomenclatura actual
no pot descriure del tot aquestes alteracions especifiques de MCL, de manera que es
remarqui que [’alteracid t(11;14) és un fenomen inicial i que aquestes alteracions
complexes sén fenomens secundaris en el desenvolupament dels tumors. Es per aixo
que suggerim una nomenclatura especifica per aquestes translocacions complexes com
ja s’ha desenvolupat per a altres alteracions com és el cas del isocromosoma
Philadelphia (ISCN 2005, 2005)

En aquest estudi també suggerim que 1’expressio del transcrit de CCND1 sense la regio
3’UTR, pot ser causada pel truncament del gen de la CCNDI generat per una
translocacid a 3°, a més de la translocaci6 a 5’ tipica t(11;14)(q13;932), com a minim en
una linia cel-lular i un tumor primari. D’aquesta manera suggerim que a més de la
t(11;14), altres fenomens al locus CCND1 poden ser la causa d’alteracions de
I’estructura del RNA de CCND1 en MCL, de la mateixa manera que s’ha demostrat per
les mutacions.(Wiestner et al., 2007)

També esta demostrat que els cariotips complexos estan associats a un curs clinic més
agressiu en MCL.(Bea et al., 1999) En aquesta série malgrat el nombre de casos ¢és
limitat, hem trobat correlacid entre I’elevat nombre d’alteracions numeériques i no-
clonals 1 pitjor pronostic. A més les perdues de 8p 1 9p detectades per M-FISH /o CGH
estan també associades a un pitjor pronostic malgrat la mida reduida de la série;
aquestes regions ja han préviament descrites com associades a pitjor pronodstic
independentment de les séries de MCL.(Bea et al., 1999;Allen et al., 2002;Kohlhammer
et al., 2004;Rubio-Moscardo et al., 2005)

En aquesta tesi hem posat de manifest, que les alteracions genetiques i moleculars que
es donen en MCL, ja siguin guanys, perdues, amplificacions o translocacions, poden
integrar-se juntament amb els canvis en I’expressio i en I’evolucio6 clinica del pacient
per tal de crear un model patogenctic que pugui proporcionar la base per a una

avaluacio més precisa del tumor i una millora del tractament que se li doni al pacient.
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1. Les linies cel-lulars de MCL presenten cariotips complexos amb un elevat
nombre d’alteracions numeériques i estructurals, presentant major inestabilitat

que els tumors primaris, pero certa semblanca entre elles (excepte JVM-2).

2. Els guanys de 3g27-qgter i les perdues de 9921-g32 en MCL estan associats a
una pitjor supervivencia del pacient de forma independent de I’activitat

proliferativa del tumor.

3. L’impacte de les alteracions de 3g27-gter afecta a la supervivencia dels
pacients amb baixa proliferacid6 mentre que les perdues de 9921-g32 semblen

afectar al pronostic en pacients amb un elevat index proliferatiu.

4. Un percentatge elevat dels gens localitzats en regions alterades en MCL varia
la seva expressio en funcié de [I’alteracio, molts d’ells implicats en la
proliferacié cel-lular, la reparacio del dany al DNA i manteniment de

I’estabilitat cromosomica, I’homeostasi cel-lular o bé I’apoptosi.

5. L’expressio leucémica és un fenomen molt comu en MCL, fins i tot en pacients

amb un contatge de limfocits normal.

6. Els casos amb un recompte de limfocits > 5 x 10%L estan associats a guanys de

3q i pérdues de 10p i a una pitjor supervivencia dels pacients.
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7.

La combinaci6 de M-FISH, FISH, CGH i CGH array ofereix una aproximacio
meés especifica per tal de determinar I’elevat grau de translocacions complexes
en MCL, delimitant regions frequients de guany i pérdua, i punts de trencament

recurrents.

Els MCLs estudiats per una combinacié de diferents técniques citogenetico-
moleculars, no presenten translocacions recurrents a banda de la translocacio
t(11;14)(q13;932), malgrat tot presenten translocacions criptiques que

impliquen els loci IGH i CCNDL1 i punts de trencament recurrent.

Els MCL i les linies cel-lulars de MCL presenten de forma frequent
reordenaments que impliquen els cromosomes 1 i 8. Les alteracions que
impliquen 1p22 preferentment estan associades a una pérdua de material
mentre que les alteracions a 8p22 estan implicades de forma preferent en

reordenaments complexos, alguns dels quals inclouen la t(11;14).
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Annex 1. Haematologica. 2008 Jan;93(1):132-6.

Gene expression profile and genomic changes in disease progression of early-stage

chronic lymphocytic leukemia

Veronica Fernandez V, Pedro Jares , Itziar Salaverria, Eva Giné, Silvia Bea , Marta
Aymerich, Dolors Colomer, Neus Villamor, Francesc Bosch, Emili Montserrat, Elias
Campo.

The biological mechanisms involved in the clinical progression from early stages of
patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) are not well known. We investigated
sequential samples from 16 CLL untreated patients obtained at diagnosis in early stage
and after progression before treatment. One patient had a p16™<* homozygous deletion
at diagnosis and progression, and three patients acquired a p53 mutation, gains of 5q21-
g23 and 11pter-pl4, and a gain of chromosome 12, respectively, during the progression
of the disease. Gene expression profile analysis showed a significant modulation of 58
genes with a particular downregulation of genes that are inhibitors of cell adhesion and

motility.
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Annex 2. J Clin Oncol. 2004 Sep 1;22:3498-506

Clinicopathologic significance and prognostic value of chromosomal imbalances in

diffuse large B-cell lymphomas.

Silvia Bea, Lluis Colomo, Armando Lopez-Guillermo, Itziar Salaverria, Xavier Puig,
Magda Pinyol, Susana Rives, Emili Montserrat, Elias Campo

Purpose: To determine the clinicopathologic significance and prognostic value of
chromosomal imbalances in diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL).

Patients and methods: We have examined 64 tumors at diagnosis using comparative
genomic hybridization and real-time quantitative polymerase chain reaction (PCR),
single-stranded conformational polymorphism, and DNA sequencing for the analysis of
several potential target genes.

Results: The most recurrent alterations were gains of 18q (20%), Xq (15%), 2p, 7q, and
12p (14%), and losses of 6q and 17p (14%). Frequent high-level DNA amplifications
were detected at 2p13-p16 and 18q21 loci. Real-time quantitative PCR detected REL
and BCL11A gene amplifications in the nine patients with gains at 2p13-p16 and only
in one additional patient with normal chromosome 2. Similarly, the BCL-2 gene was
amplified in the 12 tumors with gains of 18q21 but in none of 39 patients with normal
18q profile. p53 gene inactivation was detected in nine of 58 (16%) tumors and was
commonly associated with 17p losses. Tumors with 18q gains were significantly
associated with a high number of chromosomal imbalances, primary nodal presentation,
high serum lactate dehydrogenase levels, high International Prognostic Index, shorter
cause-specific survival, and a high risk of relapse. Losses of 17p and p53 gene
alterations were associated with an absence of complete response achievement.
Conclusion: These results suggest that DLBCLs have a characteristic pattern of
genomic alterations; 18q gains or amplifications and 17p losses are associated with
particular clinicopathological features and aggressive clinical behavior. Additional

studies are needed to confirm these observations in larger series of patients.
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Annex 3. Blood. 2005 Nov 1;106:3183-90

Diffuse large B-cell lymphoma subgroups have distinct genetic profiles that
influence tumor biology and improve gene-expression-based survival prediction.
Silvia Bea, Andreas Zettl, George Wright, Itziar Salaverria, Philipp Jehn, Victor
Moreno, Christof Burek, German Ott, Xavier Puig, Liming Yang, Armando Lopez-
Guillermo, Wing C Chan, Timothy C Greiner, Dennis D Weisenburger, James O
Armitage, Randy D Gascoyne, Joseph M Connors, Thomas M Grogan, Rita Braziel,
Richard I Fisher, Erlend B Smeland, Stein Kvaloy, Harald Holte, Jan Delabie, Richard
Simon, John Powell, Wyndham H Wilson, Elaine S Jaffe, Emili Montserrat, Hans-
Konrad Muller-Hermelink, Louis M Staudt, Elias Campo, Andreas Rosenwald
Gene-expression profiling has identified 3 major subgroups of diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL): germinal center B-cell-like (GCB), activated B-cell-like (ABC),
and primary mediastinal DLBCL (PMBCL). Using comparative genomic hybridization
(CGH), we investigated the genetic alterations of 224 cases of untreated DLBCL (87
GCB-DLBCL, 77 ABC-DLBCL, 19 PMBCL, and 41 unclassified DLBCL) previously
characterized by gene-expression profiling. The DLBCL subgroups differed
significantly in the frequency of particular chromosomal aberrations. ABC-DLBCL had
frequent trisomy 3, gains of 3q and 18q21-q22, and losses of 6q21-q22, whereas GCB-
DLBCL had frequent gains of 12q12, and PMBCL had gains of 9p21-pter and 2p14-
pl6. Parallel analysis of CGH alterations, locus-specific gene-expression profiles, and
global gene-expression signatures revealed that DNA amplifications and gains had a
substantial impact on the expression of genes in the involved chromosomal regions, and
some genes were overexpressed in a DLBCL subgroup-specific fashion. Unexpectedly,
specific chromosomal alterations were associated with significant changes in gene-
expression signatures that reflect various aspects of lymphoma cell biology as well as
the host response to the lymphoma. In addition, gains involving the chromosomal
region 3pl1-p12 provided prognostic information that was statistically independent of
the previously defined gene-expression-based survival model, thereby improving its

predictive power.
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Annex 4. Blood. 2006 Feb 1;107(3):1101-7

Loss of major histocompatibility class Il expression in non-immune privileged site
diffuse large B cell lymphoma is highly coordinated and not due to chromosomal
deletions.

Lisa M Rimsza, Robin A Roberts, Elias Campo, Thomas M Grogan, Silvia Bea, Itziar
Salaverria, Andreas Zettl, Andreas Rosenwald, German Ott, Konrad Muller-
Hermelink, Jan Delabie, Richard I Fisher, Joseph M Unger, Michael Leblanc, Louis M
Staudt, Elaine S Jaffe, Randy D Gascoyne, Wing C Chan, Dennis D Weinsenberger,
Timothy C Greiner, Rita M Braziel, Thomas P Miller

Decreased Major Histocompatibility Class II (MHCII) expression is associated with
poor survival in diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). Immune-privileged site
DLBCL (IP-DLBCL) patients reportedly have frequent large deletions at the MHCII
locus while the mechanism of decreased expression in non-IP DLBCL is unknown.
Gene expression profiling data was used for correlation analyses between expression
levels of MHCII genes with each other and their transcriptional regulator, CIITA.
Comparative genomic hybridization (CGH) assessed chromosomal alterations at MHCII
related loci. Finally, a map was created of expression of genes that are telomeric, within,
or centromeric to the MHCII locus. Correlation coefficients among MHCII genes
ranged from 0.73 to 0.92, while those between adjacent and intervening genes were
lower (-0.12 to 0.49). Correlations between MHCII and CIITA expression were higher
(0.53 to 0.60) than between CIITA and neighboring genes (-0.05 to 0.22). In 23 MHCII
(-) cases, CGH detected 2 losses and 2 gains at MHCII loci. Expression of genes
telomeric, within, and centromeric to MHCII loci were near normal in most MHCII(-)
cases. Large deletions of the MHCII locus are uncommon in non-IP DLBCL,

implicating altered transcription as the operative mechanism for decreased expression.
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Annex 5. Haematologica. 2004 Nov ;89:1322-31

Frequent polymorphic changes but not mutations of TRAIL receptors DR4 and
DR5 in mantle cell lymphoma and other B-cell lymphoid neoplasms.
Veronica Fernandez, Pedro Jares, Silvia Bea, Itziar Salaverria, Elisabet Guino, Silvia

de Sanjosé, Dolors Colomer, German Ott, Emili Montserrat, Elias Campo

Background and objectives: Tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) receptors DR4 and DRS5 have been mapped to chromosome 8p21-22, a region
frequently deleted in different lymphoid neoplasms.

Design and methods: To investigate the potential alterations of these genes in
lymphoid neoplasms, we examined the presence of gene mutations in exons 3, 4, and 9
in 69 cases with mantle cell lymphoma (MCL), 16 with chronic lymphocytic leukemia
(CLL), 12 with follicular lymphomas (FL) and 17 with large B-cell-lymphomas
(DLBCL), as well as in 4 lymphoid cell lines carrying the t(11;14) translocation, and 91
healthy blood donors.

Results: Three CLL and three MCL cases had 8p deletions. Two nucleotide changes in
or near the intron 3 splice consensus sequence and a silent change were found. These
rare changes were also present in the germ-line of the patients. The DR4 death domain
A1322G polymorphism was significantly more frequent in MCL [odds ratio (OR) = 5.9;
95% confidence interval (CI), 1.92-18.1] and CLL (OR = 4.5; CI, 1.18-17) patients than
in a sex and age-adjusted healthy population. In contrast, the DR4 exon 4 C626G
polymorphism was associated with a significant overall decreased risk for MCL (OR =
0.3; CI, 0.12-0.8). No mutations or cancer-associated polymorphic changes were found
in DRS domains.

Interpretation and conclusions: These findings indicate that mutations of DR4 and
DRS5 are uncommon in lymphoid neoplasms but DR4 polymorphic alleles may

contribute to the pathogenesis of these malignancies.
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Annex 6. Haematologica. 2006 Jan ;91:11-6

Mantle cell lymphoma: from pathology and molecular pathogenesis to new
therapeutic perspectives.

Itziar Salaverria, Patricia Perez-Galan, Dolors Colomer, Elias Campo

Mantle cell lymphoma (MCL) is a well defined lymphoid neoplasm genetically
characterized by the t(11;14)(q13;q32) translocation leading to a constitutive
overexpression of Cyclin DI1. This lymphoma is composed of a monomorphic
proliferation of small to medium size lymphoid cells with irregular nuclei of mature B-
cell phenotype commonly coexpressing CDS. The correlation between these specific
pathological characteristics and the genetic and molecular alterations have been crucial
in defining this lymphoma and recognizing its broad morphological and clinical
manifestations that in turn have lead to a better understanding of the molecular
mechanisms underlying the development and progression of the disease. The clinical
behavior is very aggressive and few patients may be considered cured or reach long
survival with current therapeutic protocols. The better knowledge of this disease, the
development of new preclinical models, and the emergency of a new generation of
drugs are facilitating the design of new therapeutic strategies that may overcome the
resistance of this aggressive lymphoma to conventional treatments and may improve the

life expectancy of the patients.
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Annex 7. Leukemia (enviat)

Chromosomal alterations detected by comparative genomic hybridization (CGH)
in subgroups of gene expression-defined Burkitt lymphoma
Itziar Salaverria, Andreas Zettl, Silvia Bea, Elena M. Hartmann, Sandeep Dave,
George Wright, Evert-Jan G. Boerma, Philip M. Kluin, German Ott, Wing.C. Chan,
Dennis D. Weisenburger, Armando Lopez-Guillermo, Randy.D. Gascoyne, Jan Delabie,
Lisa Rimsza, Rita. M. Braziel, Ellen S. Jaffe, Louis M. Staudt, Hans K. Miiller-

Hermelink, Elias Campo, Andreas Rosenwald.

Burkitt lymphoma (BL) is an aggressive B-cell lymphoma characterized by typical
morphological, immunophenotypic and molecular features. Gene expression profiling
studies provided a molecular signature of BL, but also demonstrated that a subset of
aggressive B-cell lymphomas not fulfilling the current WHO criteria for the diagnosis
of BL nonetheless show a molecular signature of BL ('discrepant’ BL). Given the
different treatment approaches between BL and diffuse large B-cell lymphomas
(DLBCL) we investigated molecular differences within gene expression-defined BL.
We studied tumors from 51 BL patients including 26 classic BL, 17 atypical and 8
'discrepant’ BL by comparative genomic hybridization (CGH) and gene expression
profiling. Our results show that classic and atypical BL (excluding 'discrepant' BL), in
adult as well as pediatric cases do not differ in underlying genomic imbalances or
overall gene expression suggesting that these subgroups are molecularly homogeneous.
'Discrepant BL', however, differ dramatically in the absolute number and localizations
of genomic imbalances from classic/atypical BL as well as from DLBCL. Moreover,
this category includes lymphomas that carry both the t(14;18) and t(8;14) translocations
and are clinically characterized by presentation in adult patients and an aggressive
course. 'Discrepant' BL may therefore form a distinct genetic subgroup of aggressive B-

cell lymphomas.
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Annex 8. Br J Haematol. 2008

Genomic profiling reveals different genetic aberrations in systemic ALK-positive
and ALK-negative Anaplastic Large Cell Lymphomas

Itziar Salaverria, Silvia Bea, Armando Lopez-Guillermo, Virginia Lespinet, Magda
Pinyol, Birgit Burkhardt, Laurence Lamant, Andreas Zettl, Doug Horsman, Randy
Gascoyne, German Ott, Reiner Siebert, Georges Delsol, Elias Campo

Anaplastic large cell lymphoma (ALCL) is a T/null-cell neoplasm characterized
by chromosomal translocations involving the anaplastic lymphoma kinase (ALK) gene.
Tumors with similar morphology and phenotype but negative for ALK have been also
recognized. The secondary chromosomal imbalances of these lymphomas are not well
known. We have examined 74 ALCL, 43 ALK-positive and 31 ALK-negative, by
comparative genomic hybridization (CGH), and locus specific alterations for TP53 and
ATM genes were examined by FISH and real-time quantitative PCR. Chromosomal
imbalances were detected in twenty-five (58%) ALK-positive and in 20 (65%) ALK-
negative ALCL. ALK-positive ALCL with NPM-ALK or other ALK wvariant
translocations showed a similar profile of secondary genetic alterations. Gains of 17p
and 17q24-qter and losses of 4q13-q21, and 11q14 were associated with ALK-positive
cases (P=0.05) whereas gains of 1q and 6p21 were more frequent in ALK-negative
tumors (P=0.03). Gains of chromosome 7 and 6q and 13q losses were seen in both types
of tumors. ALCL-negative tumors had a significant worse prognosis than ALK-positive.
However no specific chromosomal alterations were associated with survival. In
conclusion, ALK-positive and negative ALCL have different secondary genomic

aberrations suggesting that they correspond to different genetic entities.
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Annex 9. Int J Cancer. 2006 Dec 15;119(12):2768-74

Unbalanced expression of licensing DNA replication factors occurs in a subset of
mantle cell lymphomas with genomic instability.

Magda Pinyol, Itziar Salaverria, Silvia Bea, Veronica Fernandez, Lluis Colomo, Elias
Campo, Pedro Jares

DNA licensing is a crucial process for chromosome replication control. Deregulation of
the licensing factors Cdtl, Cdc6 and the licensing inhibitor geminin has been associated
with DNA replication defects and chromosomal instability. We examined the
expression of these factors, in mantle cell lymphoma (MCL) and non-neoplastic
lymphoid samples, and analysed the potential role of their deregulation in genomic
instability. Geminin, Cdtl and Cdc6 were coordinately expressed in non-neoplastic
tissues and most MCL in relationship to the proliferative activity of the cells. However,
6 (18%) tumours showed an unbalanced "licensing signature" characterized by a higher
expression of Cdtl and Cdc6 than the negative regulator geminin. Tumours with this
unbalanced signature and p53/p14(ARF) alterations had significantly higher number of
chromosome abnormalities than lymphomas with p53/p14(ARF) alterations but with a
normal licensing signature. No aberrations of Cdctl, Cdc6, and geminin genes were
detected in cases with unbalanced licensing. However, tumours with p53/ARF
inactivation and unbalanced licensing signature had significantly higher cyclin D1
levels than tumours with normal licensing signature. These results suggest that an
unbalanced mRNA expression of licensing regulatory genes may play a role in the
pathogenesis of the chromosomal instability of a subset of MCL with inactivation of the

p53/p14(ARF) pathway.
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Annex 10. Int J Cancer. 2006 Jan 15;118(2):357-63.

Analysis of Aurora-A and hMPS1 mitotic kinases in mantle cell lymphoma

Camacho E, Bea S, Salaverria I, Lopez-Guillermo A, Puig X, Benavente Y, de Sanjosé

S, Campo E, Hernandez L.

Aurora-A and hMPSI1 are kinases involved in spindle checkpoint and centrosome
duplication regulation and whose alterations have been associated with cell
transformation and chromosome instability in different tumor models. In this study, we
have examined the possible alterations of these genes in 58 mantle cell lymphomas
(MCLs) and 4 MCL-related cell lines. Aurora-A was also examined in 46 diffuse large
B-cell lymphomas (DLBCLs). Aurora-A and hMPS1 mRNA expression levels were
related to tumor proliferative activity. Interestingly, a MCL case with the highest
number or chromosomal imbalances also showed an extremely high value of Aurora-A
mRNA expression. No Aurora-A gene amplifications were detected in any tumor or cell
line, whereas hemizygous hMPS1 gene deletions were observed in 23% of MCLs and 3
of the 4 cell lines. However, no expression alterations or gene mutations were detected
in these cases. The Aurora-A proposed cancer susceptibility polymorphic variant (P311)
was observed with a similar frequency in MCL, DLBCL, chronic lymphocytic leukemia
and in the 431 healthy controls. However, the 3 MCLs and 4 DLBCLs with the
homozygous variant of this polymorphism had particular clinical characteristics with an
unusual early-age presentation and second epithelial malignancies in MCL and
extranodal origin in DLBCL. These findings indicate that Aurora-A and hMPSI
aberrations are uncommon in aggressive lymphomas but Aurora-A overexpression may
contribute to numerical chromosomal alterations in occasional MCL. Although the
Aurora-A P31I polymorphic variant is not directly involved in a genetic predisposition

to these lymphomas, it may modulate the clinical presentation of these tumors.
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Per ordre d’aparicio:

' Fol-licle primari : Nodul de teixit limfatic ric en cél-lules B. Quan soén estimulats
antigénicament reben el nom de fol-licles secundaris.

2 Helper: Adjectiu anglés d’us freqiient que s’utilitza per a designar el limfocit T
cooperador.

% Limfoadenopatia: Engruiximent anormal dels ganglis limfatics. Pot acompanyar-se
de dolor i augment de la consisténcia.

* Centromer: Es la regié de constriccié primaria en els cromosomes humans; a ell
s’uneixen proteines que s uneixen al fus mitotic durant la divisio cel-lular.

> Banda: Definim banda com una part del cromosoma que es distingeix clarament dels
segments adjacents

® No-disjuncié mitotica: Fenomen de mala segregacié dels cromosomes durant la
mitosi.

” Splicing: Anglicisme utilitzat en genética per a explicar la modicicacié que pateixe el
material genetic en eliminar-se el introns 1 unir-se el exons del pre mRNA.

® Recombinacié mitotica: és qualsevol procés que genera una céllula diploide amb
una combinacio6 d’al-lels diferent de la que hi havia a la c¢l-lula diploide parental.

% Placa metafasica: Pla imaginari que forma un angle recte amb el fus mitotic i és
equidistant a tots dos pols. Es el pla en el que es situen els cromosomes en la metafase.
1% Checkpoint: anglicisme utilitzat per descriure els punts de control del cicle cel-lular.
' Dalton (Da): Unitat de massa atomica. Com les proteines acostumen a ser molecules
llargues ens referim a elles en KDaltons.

2 PSTAIRE: Seqiiencia altament conservada en CDKs amb estructura tridimensional
en helix. Glu-Gly-Val-Pro-Ser-Thr-Ala-Ile-Arg-Glu-Ile-Ser-Leu-Leu-Lys-Glu

13 Cyclin box: Anglicisme per anomenar a la regié d’homologia entre ciclines.
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 Angiogénesi: La angiogénesi és un procés fisioldgic que consisteix en la formacié de
vasos sanguinis nous a partir de vasos pre-existents.

> Pocket protein: De 1’anglés, proteina butxaca, familia de proteines reguladores d’
E2F.

1% Schizosaccharomyces pombe: és un fong unicel-lular que es divideix per fisié binaria
produint dues cél-lules d’igual tamany. Es utilitzat com organisme model en estudis de
cicle cel-lular.

" Downstream: Anglicisme utilitzat per a marcar 1’ordre temporal dins dels processos
moleculars i cel-lulars. Significa que es troba “per sota” dins la via en qiiestio.

¥ Nombre modal (NM): Nombre de cromosomes més comu en una poblacio de
cel-lules estudiades per citogenetica. EI nombre modal en una c¢l-lules no alterades ¢és
46.

19 Alteracié no-clonal: Alteracié cromosdmica que es déna Gnicament en una cél-lula
d’una poblaci6 cel-lular.

20 Microsatél-lit: Son petites regions de DNA que contenen multiples copies de
seqliencies repetitives curtes 1 que s’utilitzen com a marcadors genetics.

! Hot spots: de I’anglés ” punt calent”. En biologia serveix per definir determinats
punts del DNA amb certa susceptivilitat a partir algun tipus d’alteraci6 de la seva
estructura, ja siguin mutacions, delecions o reorganitzacions.

22 Mitogen: Factor de transcripcié que actua en el cicle cel-lular estimulant la seva
divisio.

2% partner: Anglicisme utilitzat en genética per a designar als dos gens que es troben

implicats en una translocacio equilibrada.
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24 Gibo (Hylobates syndactilus): Nom donat als primats antropomorfs de la familia dels
pongids, els més petits i baixos, amb bracos llargs, quasi el doble les cames. Es tracta de
1"inic antropoid capa¢ de caminar Unicament amb les extremitats posteriors.

2> Bacterial Artificial Chromosome (BAC): Vector utilitzat per clonar fragments de
DNA. La mida del fragment insertat és troba entre 100- a 300kb.

%8 polimerase chain reaction: La reaccié en cadena de la polimerasa, coneguda com a
PCR és una técnica molecular descrita al 1986 per Kary Mullis que té com a objectiu
obtindre un gran nombre de copies d’un fragment de DNA partint d’un material minim
(1 copia).

2" Receptor antigénic de cél-lula T (TCR): Les cél-lules T expressen un receptor
antigeénic clonal antigen-especific. EI TCR esta format per 2 cadenes polipeptidiques
aparellades que presenten porcions variables 1 invariables amb dominis
immunoglobulina-“like”” i monovalents.

28 Centroblast-like: Terme anglés per definir cél-lules amb aparenca semblant a un
centroblast.

2% Centrocit: Limfocit de petites dimensions que no prolifera, derivat del centroblast i
localitzat a la zona clara del centre germinal.

%0 Centroblast: Limfocit B de grans dimensions localitzat a la zona fosca del centre
germinal durant la resposta immunitaria.

31 Immunoblast: Limfocit B activat antigénicament.

32 Estadi de I’extensié tumoral: Els tumors son classificats en diferents estadis en
funcio6 de I’extensio tumoral que presenten. La gradacio és del I al IV.

3% Hepatoesplenomegalia: Augment de la mida de la melsa i el fetge per sobre dels

limits normals.
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3 Cluster: Terme anglés utilitzat en molts camps per a definir a un grup. En biologia
s’utilitza de forma comu per designar grups de gens que es transcriuen a la vegada i que
poden estar funcionalment relacionats.

% Codd stop: Un codo stop és una combinaciéo de tres bases que codifica per un
aminoacid que para la fase d’elongaci6é d’una proteina. Els codons stop poden ser TGA,

TAG, 1 TAA.

36 Sequéncia PEST: Regio rica en aminoacids prolina (P), acid glutamic (E), serina (S)
1 Treonina (T) que esta associada a una rapida degradaci6 de les proteines.

3 Index mitotic: Nombre de mitosi observades a gran resolucid en 1’examinacid
microscopica del tumor.

Burkitt Lymphoma-like: Terme per a definir a casos de limfoma amb unes
caracteristiques molt similars al BL perd amb morfologia nuclear diferent. En
I’actualitat reben també el nom de BL atipic.

% pro-limfocit: Es un limfoblast que ha entrat en contacte amb 1’antigen, és considerat
el precursor inmediat del limfocit.

%0 Class switching: Mecanisme bioldgic que fa que un anticés canvii d’una classe a una
altre, per exemple de I’isotip IgM a I’isotip IgG.

' MicroRNAs: Els microRNAs son una série de petits RNAs no codificants que
regulen post-trancripcionalment una serie de transcrits diana. S’han descrit canvis de la
seva expressio relacionades amb alteracions genétiques o epigenétiques, tenint aquests
canvis d’expressio possibles papers en el desenvolupament del cancer.

*2 Non sense mediated decay pathway: Mecanisme de supervivéncia de la cél-lula

eucariota que asegura una rapida degradacio dels transcripts de mRNA que contenen

codons de stop prematurs.
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** Familia Polycomb: Familia de proteines que actua associant-se a la cromatina i
alterant la seva estructura per tal de promoure I’expressio de genes homeotics.

* Domini PIK3: Domini catalitic de la familia de proteines fosfatidilinositol-3 quinases
el qual presenta gran similitud al domini de les quinases de fosfolipids.

> Nick translation: Es una técnica de marcatge molecular en la qual s’utilitza la DNA
polimerasa I per substituir alguns del nucleotids del DNA pels seus analegs marcats,
creant d’aquesta manera una seqiiencia de DNA que pot ser utilitzada com una sonda de
marcatge de FISH entre d’altres aplicacions com per exemple la CGH.

*® Vortex: Anglicisme utilitzat de forma comu per definir una rotacié en espiral d’un
liquid en trajectories de corrent tancades.

" Spin: Anglicisme utilitzat per a definir una centrifugacié curta de menys d’un minut.
*8 Smear: Patrd continu que ofereix un acid nucleic en correr per un gel d’electroforesi
quan esta parcialment fragmentat o degradat.

®Aigua Milli-Q: Aigua desionitzada que ha estat purificada en un sistema Milli-Q
disponible per Millipore Corporation.

%0 Drosophila melanogaster: Anomenada comunment mosca de la fruita és utilitzada de
forma freqilient a I’investigacié genetica donat que aproximadament un 61 % dels gens
humans que es coneixen tenen la seva contrapartida identificable al codi genétic de D.

melanogaster.
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