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SRY Sex-determing region Y  
T Timidina 
RT Room temperature 
T-ALL Acute Lymphoblastic Leukemia 
TBE Tris Borate EDTA 
TCL-1 T cell leukemia 1 
TCR T-cell receptor 
TDF Testis-determining factor  
T-LBL Lymphoblastic Lymphoma 
T-LGL Large Granular Lymphocytes T Leukemia 
TNFRSF10D Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, member 10d 
TP53 Tumor Protein p53 
TPA  Tetraphorbol Myristyl Acetate 
T-PLL T-cell prolymphocytic Leukemia 
TRAIL Tumor-necrosis factor-related Apoptosisi Inducing Ligand 
TFRC Transferrin Receptor 
TSG Tumor Supressor Gene 
UPD Uniparental Disomy 
XPA Xeroderma pigmentosum, complementation group A 
YEATS YEATS domain containing 2 
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El sistema immunitari i la resposta immune 

El sistema immunitari és el sistema encarregat de lluitar contra els agents infecciosos 

que entren a l’organisme i de construir un sistema de defensa que eviti l’entrada de 

paràsits, actuant contra les possibles malalties i infeccions. Els ganglis limfàtics són 

components del sistema immunitari. Els ganglis limfàtics actuen com a filtres, sent 

petits dipòsits de teixit connectiu que contenen limfòcits i que recullen i destrueixen 

bactèries i virus (Figura 1). Quan el cos lluita contra una malaltia els limfòcits es 

multipliquen i produeixen la característica inflació. El cos humà presenta entre 500-600 

ganglis que es troben agrupats i localitzats a les aixelles, al coll al pit, a l’abdomen i 

engonals. Distingim diferents parts del gangli limfàtic, el còrtex que és l’àrea més rica 

en cèl·lules B i la que es distingeixen els fol·licles primaris1 (Rics en limfòcits B 

madurs en repòs) i els fol·licles secundaris. Els fol·licles secundaris es formen a partir 

dels primaris després de l’estimulació antigènica i presenten mantell i centre germinal. 

Per altra banda dins del gangli limfàtic trobem el paracortex, àrea rica en cèl·lules T i 

la medul·la: amb cèl·lules B, T, cèl·lules plasmàtiques i abundants macròfags. 

 
Figura 1. Esquema del gangli limfàtic  

 

Existeixen dos tipus principals de limfòcits depenent del seu origen i de la seva funció, 

els limfòcits T que es diferencien inicialment al timus i els limfòcits B que es 

diferencien al fetge i la melsa en el fetus i al moll d’os en edat adulta. Durant el seu 

desenvolupament, els limfòcits T i B adquireixen receptors específics per antígens.  

Els limfòcits T són responsables de la resposta immune realitzada per cèl·lules així com 

de les funcions de cooperació que es realitzen per tal que es puguin desenvolupar totes 

les respostes immunes, entre les quals s’inclou la resposta d’anticossos per limfòcits B. 

 
FOL·LICLE  
LIMFOIDE 

CENTRE  
GERMINAL 

CORTEX 

MEDUL·LA 

Vasos limfàtics 
eferents 

Vasos 
limfàtics 
aferentsPARACORTEX 
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Els limfòcits encarregats de les funcions efectores de la immunitat cel·lular són els 

limfòcits T citotòxics o CD8+ mentre que els limfòcits T cooperadors, helper2 o CD4+ 

s’encarreguen d’iniciar la cascada de la resposta immune coordinada mitjançant 

interacció amb un complex major d’histocompatibilitat (MHC) de classe II.  

Dels limfòcits B depèn la immunitat mediada per anticossos i l’activitat específica de 

fixació d’antígens. Els limfòcits B donen origen a les cèl·lules plasmàtiques que 

produeixen anticossos. Quan un limfòcit reconeix un antigen, les cèl·lules B queden 

activades i migren al centre germinal; l’estimulació dels limfòcits per antígens pot 

accelerar el procés migratori fins a 10 cops més del normal, produint la clàssica 

inflamació anomenada limfoadenopatia3. 

Tant els limfòcits T com els B circulen de manera constant a través dels ganglis 

limfàtics, entrant al gangli mitjançant el sistema sanguini i creuant la paret dels vasos; 

aquest procés rep el nom de diapèdesi.  

El genoma, el cromosoma i el cicle cel·lular 

El genoma 

Anomenem genoma a tot el material genètic contingut a les cèl·lules d’un l’organisme 

en particular. En general, quan parlem de genoma en referim al DNA contingut en el 

nucli, que està organitzat en cromosomes, tot i que també existeix el genoma 

mitocondrial. El genoma humà té 6.000 milions de parells de bases (bp) incloent dues 

còpies molt similars d’un genoma haploid de 3.000 milions de bp. El genoma està 

dividit en 24 fragments, els quals es condensen formant els 24 cromosomes humans que 

existeixen. El genoma humà està 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 són còpies d’un gen 

que normalment no presenten introns ni regió reguladora.  

El cromosoma i cariotip humà  

En la construcció d’un cariotip humà els cromosomes autosòmics es numeren de l’1 al 

22 en un ordre decreixent de mida i els cromosomes sexuals són anomenats X i Y. 

L’estructura del cromosoma està dividida en dos braços separats pel centròmer4, el braç 

p que és el superior i el braç q que està situat per sota del centròmer. Anomenem 

cromàtide a cadascuna de les unitats longitudinals d’un cromosoma quan està duplicat. 
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Els cromosomes es classifiquen en funció de la posició del seu centròmer en 

metacèntrics (els dos braços presenten la mateixa longitud), sub-metacèntrics (braços 

de longitud desigual) i acrocèntrics (el centròmer està pròxim a l’extrem del 

cromosoma i el braç p està composat de satèl·lits, excepte Y, que contenen còpies 

redundants de gens de RNA ribosòmic) (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Estructura del cromosoma 

 

El cariotip és la representació dels cromosomes ordenats d’acord amb la seva longitud i 

la posició relativa del centròmer. La possibilitat de poder representar gràficament el 

cariotip d’una cèl·lula va sorgir a la dècada dels 70, quan van aparèixer diferents 

mètodes mitjançant els quals s’aconseguia visualitzar els cromosomes mitòtics.  

Alguns colorants utilitzats per a la tinció dels cromosomes tenen una especial afinitat 

per a tenyir determinades porcions del DNA en funció de la riquesa de adenina (A)-

timina (T) o citosina (C)-guanina (G). És per això que els cromosomes prenen un 

aspecte bandejat en ser tenyits. D’aquesta manera cada cromosoma presenta un patró de 

bandes5 específic i en conseqüència, un aspecte únic, permetent per tant la identificació 

i numeració. 

Algunes tècniques de bandejat utilitzades són: 

Bandes G: Tècnica que mitjançant la tinció amb colorant Giemsa permet una tinció 

donant un patró de bandes fosques i clares. Les bandes G-clares presenten un alt 

contingut de G i C, són zones de replicació primerenca i són riques en gens,(Sumner et 

al., 1993) mentre que les fosques corresponen a les riques en A i timina T, són de 

replicació tardana i tenen poc contingut de gens. La tècnica del bandejat per bandes G 

rep el nom comú de Citogenètica Convencional (CC) (Figura 3A).  

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

realitza mitjançant una tinció amb Quinacrina. Les bandes brillants corresponen a les 
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bandes fosques de la tinció de Bandes G. L’inconvenient és que requereix la utilització 

d’un microscopi de fluorescència (Figura 3B). 

Bandes R (reverse-bands): Són aquelles bandes que s’obtenen utilitzant agents que 

donen als cromosomes un patró de bandes totalment oposat a les bandes G com per 

exemple el taronja d’acridina (Figura 3C). 

Cada cromosoma d’una cèl·lula somàtica presenta un patró continu de bandes. Cada 

banda està localitzada en una regió ben delimitada del cromosoma. Anomenem regió 

cromosòmica a aquella àrea de cromosoma que està limitada entre dos marques. 

Aquestes marques poden ser també els límits del cromosoma o el centròmer. El patró 

original de bandes es va descriure a la Conferència de Paris de 1971 basat en els patrons 

observat de bandes, G, Q i R.(ISCN 2005, 2005) 

 

 
Figura 3. Ideograma de A) Bandes G, B) Bandes Q, i C) Bandes R 
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Alteracions de l’estructura del DNA 

Anàlisi citogenètic del cariotip  

En l’estudi d’un cariotip s’han de tenir en compte diferents aspectes del cas que 

s’estudia. El punts bàsics que cal tenir en compte són: nombre de cèl·lules estudiades, la 

dotació cromosòmica (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 cèl·lules en el que s’identifiquen cadascuna de les 

alteracions. La necessitat d’utilitzar un llenguatge comú per tal de descriure les 

alteracions citogenètiques observades tant el món de les neoplàsies com en altres camps 

de la recerca biomèdica, com per exemple en el diagnòstic prenatal, va fer que urgís la 

necessitat d’una nomenclatura estàndard. La nomenclatura cromosòmica humana que 

s’utilitza en l’actualitat està basada en els resultats de diferents conferències 

internacionals (Denver 1960, London 1963, Chicago 1966, Paris 1971, Paris 1975, 

Estocolm 1977, Paris 1980, Menphis 1994 i Vancouver, 2004). L’objectiu d’aquest 

projecte fou unificar la nomenclatura utilitzada en la descripció de les alteracions 

cromosòmiques mitjançant la utilització d’un manual de nomenclatura comú que fos 

periòdicament revisat i actualitzat. Aquest manual rep el nom de An Internacional 

System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) i la darrera edició és del 

2005.(ISCN 2005, 2005) 

Tipus d’alteracions del DNA 

Translocacions:  

Definim translocació com tot canvi estructural que implica dos o més cromosomes i que 

té com a conseqüència la formació 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 i una mala reparació. Produeixen proteïnes 

desregulades i sobre-expressades o bé proteïnes híbrides, també anomenades de fusió o 

quimèriques. Existeixen dos tipus de translocacions, les translocacions equilibrades, 

que són aquelles que no impliquen ni pèrdua ni guany de material cromosòmic i les 

translocacions desequilibrades que sí que impliquen pèrdua o guany de material. Cada 

cop existeixen més evidències que demostren que les reorganitzacions cromosòmiques 

al nucli cel·lular no són a l’atzar. S’ha observat en cèl·lules de mamífers i aus que en 

nucli interfàsic els cromosomes es col·loquen en posicions concretes en funció de la 
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densitat gènica o de la mida, i que aquesta proximitat física facilita les translocacions 

cromosòmiques afavorint els intercanvis entre cromosomes propers.(Sachs et al., 1997) 

Guanys i amplificacions 

Anomenem guany o amplificació al fenomen que implica un augment de la dosi gènica. 

Pot també ser causat per diferents factors, per una mala segregació dels cromosomes 

durant la mitosi donant lloc a trisomies o polisomies més extenses o bé, per una mala 

replicació del DNA donant lloc a més d’una còpia d’una regió cromosòmica i produint 

generalment, com a conseqüència, la sobre-expressió dels gens amplificats. Anomenem 

guany quan la dosi gènica s’incrementa en una sola còpia mentre que parlem 

d’amplificació quan el nombre de còpies és major o igual a 2. A vegades existeixen 

tantes còpies de la regió amplificada que aquestes poden formar els seus propis 

pseudocromosomes petits, anomenats dobles diminuts (DMIN) (Figura 4A). També en 

les tincions cromosòmiques podem observar regions de tinció homogènia (HSR) que 

són considerades indicadors citogenètics d’amplificació (Figura 4B). En càncer els 

guanys/amplificacions de material genòmic poden estar associats a guanys de dosi 

gènica de gens involucrats en proliferació els quals són anomenats proto-oncogens. 

 

 

 

 

 

Figura 4. Indicadors d’amplificació en estudis citogenètics A) Dobles diminuts B) 

Homogeneous staining region. 

Delecions 

Anomenem deleció a tota pèrdua de material cromosòmic. Es poden donar com a 

conseqüència de la formació d’un o dos punts de trencament i una mala reparació, o bé 

per un fenomen de no-disjunció mitòtica6. Hi ha diferents tipus de delecions, per una 

banda la pèrdua d’un o dels dos cromosomes (monosomia o nulosomía, 

respectivament), delecions terminals, intersticials, o bé microdelecions que són també 

7A. B. 
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anomenades de manera comú mutacions. En l’estudi de les neoplàsies l’efecte més 

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

 

Polimorfisme de Canvi de Nucleòtid (SNP) 

El Polimorfisme de Canvi de Nucleòtid (SNP) es va descriure per primer cop a mitjans 

dels anys 80, quan mitjançant la utilització d’enzims de restricció es van descobrir 

variacions en la mida dels fragments del DNA fragmentat.(Botstein et al., 1980) 

Definim un SNP com una variació de la seqüència de DNA que es dóna quan un únic 

nucleòtid és diferent entre els membres d’una espècie. Per exemple, el mateix fragment 

de DNA seqüenciat en diferents individus presenta les seqüències AAGCCTA i 

AAGCTTA. Si aquest canvi presenta una freqüència en la població 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 seqüències de DNA humà poden tenir un paper en el 

desenvolupament de malalties, resposta a patògens, productes químics, drogues, etc. 

Mutacions  

Anomenem mutació al fenomen pel qual es produeix una alteració del material genètic, 

és a dir, de l’estructura del DNA de la cèl·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 sinònimes, quan no es dóna un canvi d’aminoàcid, o bé no sinònimes quan sí 

que es dóna un canvi aminoacídic. Aquest canvi aminoacídic pot ser conservatiu, quan 

el nou aminoàcid presenta propietats similars o bé no conservatiu quan l’aminoàcid 

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 inserció de material, una deleció o una duplicació 

d’una sola base, d’un triplet o de moltes bases. 

Finalment, existeixen les mutacions en el DNA no codificant que són aquelles que 

tenen lloc en els llocs de splicing7 o a les regions reguladores. 

Les mutacions o canvis de la seqüència de nucleòtids d’un gen, acompanyades de la 

deleció o inactivació de l’altra còpia són un fenomen molt freqüent d’inactivació de 

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

La Pèrdua d’Heterozigositat (LOH) implica la pèrdua d’una de les contribucions 

paternes de part del genoma. Aquesta pèrdua pot ser deguda a la deleció d’una de les 

còpies, o bé, al fenomen de Disomia Uniparental (UPD) en el qual la informació 

genètica d’una determinada regió cromosòmica o gen prové només d’un dels dos 

progenitors (Figura 5). La presència de regions amb UPD ve determinada per un 

fenomen de no-disjunció mitòtica en el qual els cromosomes es segreguen de manera 

errònia durant la mitosi, o bé, a un fenomen de recombinació mitòtica8. Aquest fenomen 

està molt estudiat en càncer donat que pot suposar un mecanisme alternatiu a la deleció 

en la inactivació de TSGs. 

Figura 5. Esquema dels errors en la mitosi que produeixen el fenomen de UPD 

Cicle Cel·lular 

Anomenem cicle cel·lular al procés fisiològic en el qual la cèl·lula es divideix en dos, 

permetent la regeneració del teixit, de l’òrgan i de l’organisme del qual forma part. 

Aquest procés està dividit en una sèrie de fases que es donen de manera ordenada. Les 

dues fases més importants són la fase S (síntesi) en la qual té lloc la replicació del 

material genètic, passant de 2N a 4N, i la fase M (mitosi) en la que tindrà lloc la divisió 

cel·lular. És en aquest punt quan els microtúbuls citoplasmàtics es reorganitzen i formen 

el fus mitòtic, en els quals els cromosomes condensats s’uniran a l’anomenada placa 

metafàsica9 (metafase). Un cop ordenats, els cromosomes es segregaran (anafase) de 

manera que cadascun dels dos nous nuclis tindrà una copia de cadascun dels 

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

Tot el cicle cel·lular està sotmès a un estricte control necessari perquè cada fase es doni 

en el moment precís, de manera seqüencial. S’han descrit dos tipus de control de la 

maquinària que regula aquest cicle; per una banda existeixen els anomenats punts de 

control o checkpoints10 que controlen l’acabament de les diferents fases i poden 

retardar, en cas que sigui necessari, la progressió del cicle cap al següent estadi. Per 

l’altra existeix el control l’exercit per una cascada de fosforilacions de proteïnes 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 funció més aviat de supervisió, detectant els errors en 

punts crítics del cicle cel·lular, ja sigui controlant la mida de les cèl·lules, la replicació 

del DNA o la segregació dels cromosomes. El punt de control de la restricció, que es 

troba en la fase G1 tardana, comprova que la cèl·lula hagi generat la massa necessària 

per a seguir endavant i començar la síntesi de DNA. La superació del punt de control de 

restricció porta a la cèl·lula a avançar al llarg del cicle cel·lular convertint-se en un punt 

clau de l’acció dels sistemes de control de proliferació cel·lular.(Sherr, 1996) 

En finalitzar la fase G2 existeix un altre punt de control G2-M, en el qual la cèl·lula 

comprova que les condicions són adequades per dividir-se, és a dir, que s’ha duplicat la 

seva massa i que s’ha completat la replicació del DNA; a partir d’aquest punt la cèl·lula 

pot entrar en mitosi. A la fase M també existeix un punt de control M que assegura una 

correcta organització i desorganització del fus mitòtic. 

El punts de control de dany al DNA es troben a tres fases del cicle diferents: a la 

transició G1/S, al control de la progressió a través de la fase S i a la transició G2/M. 

Aquests punts de control asseguren que una cèl·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 progressió 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 són unes 

proteïnes que es caracteritzen per ser inactives en la seva forma monomèrica, 

necessitant la unió 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 són necessàries per a la regulació 

del cicle. Totes les CDK són serina/treonina quinases amb un pes molecular 

d’aproximadament 30-40 kDaltons (kDa)11 i una homologia d’un 50% entre elles. 

Presenten una sèrie de dominis típics de les quinases amb una regió altament 

conservada al domini III anomenada PSTAIRE12, que permet que es produeixi la unió 

amb la ciclina corresponent i un residu de treonina (Thr-161 a cdc2 i Thr-160 a CDK2) 

al domini VIII. Aquest residu de treonina quan es fosforila activa l’activitat quinasa de 

la proteïna. Aquests dos dominis són molt importants per a la regulació d’aquestes 

CDKs.(Pines, 1996) 

Les ciclines són subunitats activadores que s’uneixen a diferents CDKs en diferents 

moments del cicle cel·lular, es caracteritzen per una expressió no constant, sinó cíclica 

al llarg del cicle cel·lular. L’activitat de cada CDK és dependent del patró d’expressió 

de cada ciclina. Tots els membres que formen part de la família de les ciclines presenten 

una regió molt similar d’uns 100 aminoàcids, anomenada cyclin box13, que és la que 

està implicada a la unió 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 i D (D1, D2 i D3) són les anomenades ciclines de fase G1, 

tenen una vida mitjana curta i els seus nivells es regulen per transcripció, mentre que les 

ciclines A i B són les anomenades ciclines mitòtiques sent estables durant la interfase 

però degradades de forma ràpida i específica durant la mitosi. 

La progressió a través del cicle ve mitjançada per una activació/inactivació dels 

complexos que formen les ciclines i les CDKs. Aquests complexos tenen un paper molt 

important en el control de la diferenciació, senescència, o quiescència de les cèl·lules. 

Quan les cèl·lules surten de G0 com a conseqüència dels estímuls mitogènics, s’indueix 

la Ciclina D (CCND1, CCND2 i CCND3) i la seva unió a CDKs (CDK4 i CDK6), sent 

la transició G1/S on es dóna el seu punt més alt d’activitat catalítica. Aquests complexos 

poden fosforilar alguns substrats que són necessaris per a sortir de la fase G1, com per 

exemple la proteïna del retinoblastoma (RB1) entre d’altres, la qual controla alguns 

factors de transcripció, com per exemple, E2F. Fins que no es produeix una fosforilació 

de RB1 no s’allibera E2F i no exerceix la seva funció sobre gens de fase S. 

 A les cèl·lules que es troben en un estat de proliferació, l’expressió de Ciclina E 

(CCNE), la qual s’uneix formant complex amb CDK2, és periòdica i màxima a la 

transició G1-S. Aquest complex apart de contribuir també a la fosforilació de RB1 

també exerceix un paper en la replicació del DNA un cop superat el punt de restricció. 
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Al mateix temps, la CCNE també és regulada per E2F, facilitant la fosforilació de RB1 i 

en conseqüència l’alliberament d’E2F donant-se per tant un fenomen de 

retroalimentació positiva. Un cop la cèl·lula entra en fase S es produeix una progressiva 

degradació de CCNE i en conseqüència una disminució de la seva activitat d’E2F. 

Per altra banda la Ciclina A (CCNA) en unió en complex a CDK2, presenta un paper 

molt important tant en la transició G1/S, com en la replicació del DNA. Sembla ser ,que 

juntament amb el complex CCNE/CDK2, el complex CCNA/CDK2 important per als 

orígens de replicació on la seva fosforilació promou la síntesi de DNA. Per altra banda 

aquest complex també presenta un paper important per a l’entrada en mitosi de la 

cèl·lula. 

Finalment, el començament de la fase M es regulat per un conjunt de cascades de 

quinases i fosfatases que regulen l’activitat de les CDKs. Cdc2 forma complexos amb 

CCNA i CCNB. Aquests complexos mantenen a RB en un estat hiperfosforilat fins que 

les cèl·lules no completin la mitosi i tornin a G1/G0. 

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 síntesi i degradació de les diferents subunitats dels complexos, la unió de les 

dos subunitats, les fosforilacions activadores i desactivadores de les CDKs, entre 

d’altres. 

 

Figura 6. Mecanisme de control de cicle cel·lular mitjançant complexos Ciclina-CDK. 
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Càncer 

Alteracions genètiques i càncer 

El càncer engloba un grup de malalties caracteritzades per un creixement excessiu i 

descontrolat de les cèl·lules que envaeixen i danyen teixits i òrgans podent provocar la 

mort de l’individu. Està basat en dos processos successius, un fenomen augment de la 

proliferació d’un conjunt de cèl·lules, anomenat neoplàsia, i la posterior adquisició per 

part d’aquest grup de cèl·lules de capacitat invasiva, permetent que escapin del seu lloc 

natural i colonitzin i proliferin en altres teixits. Per tant, la connexió entre cicle cel·lular 

i càncer és òbvia, donat que la maquinària cel·lular és l’encarregada de controlar la 

proliferació cel·lular, i en conseqüència, qualsevol alteració que es produeixi en algun 

dels punts de control pot desencadenar una proliferació descontrolada del conjunt 

cel·lular.  

Les alteracions d’un tumor es poden subdividir en alteracions primàries i en alteracions 

secundàries. Anomenem alteracions primàries aquells canvis que es produeixen 

inicialment a la cèl·lula neoplàsica i que són sovint úniques i específiques del tipus 

tumoral; tractant-se, en gran part dels casos, de translocacions. D’altra banda, els tumors 

presenten unes alteracions addicionals a les primàries que reben el nom d’alteracions 

secundàries. Les alteracions secundàries s’associen generalment a la progressió clínica 

del tumor i en estadis avançats de la malaltia poden ser molt nombroses. Malgrat no ser 

tant específiques de tumor com les primàries, no es donen a l’atzar i acostumen a ser 

guanys, amplificacions o pèrdues de material cromosòmic, o bé mutacions. 

Els gens involucrats en tots dos tipus d’alteracions presenten un paper decisiu en la 

formació del tumor, en capacitat invasiva del teixit sa d’aquest i en la seva progressió i 

acostumen a ser gens acostumen a ser oncogens, TSGs o gens implicats en la reparació 

del DNA . 

 

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

Oncogens 

Dins del conjunt de gens que configuren el genoma, els oncogens són aquells gens 

modificats que augmenten la malignitat de la cèl·lula tumoral. Normalment, els 

oncogens estan implicats en estadis primerencs del procés tumoral, augmentant les 
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possibilitats de que la cèl·lula normal es torni tumoral. Els oncogens són versions 

mutades dels anomenats proto-oncogens. Definim proto-oncogen com aquell gen que 

pot esdevenir un oncogen després d’una mutació o d’un augment d’expressió. Els proto-

oncogens codifiquen per a proteïnes que ajuden a regular el creixement cel·lular i la 

diferenciació i estan sovint involucrats en processos de transducció de senyals i 

execució de senyals mitogènics. Les funcions més freqüents són: receptors tirosina 

quinases citoplàsmics, factors de transcripció etc. Després de l’activació, el proto-

oncogen esdevé oncogen. Existeixen diferents mecanismes per l’activació dels proto-

oncogens com les mutacions, les amplificacions i les translocacions. Alguns exemples 

són:  

BCL-2: És un gen localitzat a 18q21 que es va detectar per primer cop en Limfoma 

Fol·licular de cèl·lula B. La seva funció és bloquejar la mort cel·lular d’algunes 

cèl·lules, com per exemple, els limfòcits. BCL-2 resulta sobre-expressat com a resultat 

de la translocació t(14;18) que juxtaposa el locus IGH amb el gen, causant una major 

supervivència dels limfòcits B. La sobre-expressió de BCL-2 està associada a un mal 

pronòstic en diferents càncers. 

BCL-6: BCL-6 està localitzat a 3q27 i codifica per un repressor de la transcripció 

específic de seqüència. Està freqüentment translocat i hipermutat en Limfoma Difús de 

Cèl·lules Grans i sembla tenir un paper en la patogènesi d’aquest tumor. 

MYC: El gen MYC és l’homòleg cel·lular del retrovirus aviar en vertebrats (v-MYC). Es 

troba localitzat al cromosoma 8 (8q24). Causa immortalització cel·lular, pot induir 

apoptosi i funciona com a factor de transcripció que regula la transcripció de dianes 

específiques. En estat normal s’expressa en cèl·lules que proliferen, accelerant el cicle 

cel·lular escurçant la fase G1. Mutacions, sobre-expressió, reorganitzacions i 

translocacions d’aquest gen estan associades a una gran varietat de tumors 

hematopoiètics, entre els quals es troba el Limfoma de Burkitt . 

Gens supressors de tumors i gens de reparació del DNA 

A banda dels oncogens existeixen altres tipus de gens la mutació dels quals pot causar 

l’aparició de càncer, són els anomenats TSGs i els gens de la maquinària de reparació 

del DNA. Els TSGs són gens que redueixen la probabilitat que una cèl·lula es 

transformi en cancerígena. Els TSGs treballen inhibint la proliferació cel·lular excessiva 

per tant la pèrdua de funcionalitat d’un TSG mitjançant mutació o deleció 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 són: TP53, 

P16ink4a/ARF i RB1. 

 

TP53: És un gen localitzat al cromosoma 17 (17p13). Codifica per una fosfoproteina 

nuclear que actua com a factor de transcripció sobre diferents gens que són TP53 

depenents a l’hora de realitzar les seves funcions. Actualment es considera que la 

proteïna codificada per TP53 juga un paper essencial en la regulació dels punts de 

control del manteniment de la integritat del genoma, bloquejant el cicle cel·lular 

(específicament de la transició de G0 a G1) i activant l’apoptosi, de tal manera que evita 

l’acumulació de mutacions potencialment oncogèniques i la inestabilitat genòmica. 

S’han descrit diferents gens modulats per l’acció de TP53, alguns són 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’expressió són molt baixos i té un temps de vida 

curt en cèl·lules normals però s’ha demostrat que en situacions d’estrès TP53 es pot 

activar, augmentant de manera considerable els seus nivells, segurament degut a un 

augment del ritme de traducció del mRNA.(Chowdary et al., 1994) Les inactivacions de 

TP53 tenen un efecte important en l’aparició de càncers trobant-se en un 50% dels 

tumors humans, donat que impliquen un increment de la capacitat de proliferació, una 

disminució de l’apoptosi, un augment de la inestabilitat genètica i la potenciació de 

l’angiogènesi14.  

 

P16ink4a/ARF: Aquest gen està localitzat al cromosoma 9, concretament a 9p21. El seu 

producte té capacitat d’unir-se a CDK4 i CDK6, inhibint la seva activitat i en 

conseqüència la progressió de G1/S. El complexos CCND/CDK4, CDK6 són els 

encarregats d’inactivar per fosforilació a RB1, el qual és l’encarregat de reprimir 

P16ink4a, per tant, es dóna un procés de retroalimentació en el qual els complexos 

CCND/CDK4,6 són inhibits un cop RB1 s’ha inactivat per fosforilació. Per altra banda, 

la variant alternativa de splicing, ARF, és un gen que té un paper estabilitzador del TSG 

TP53 i pot interactuar i segrestar MDM2 que és una proteïna responsable de la 

degradació de TP53. P16ink4a/ARF gen està inactivat mitjançant mutacions, delecions i 

hipermetilació en un gran nombre de tumors humans i es considera un TSG molt 

important donat que la pèrdua del locus P16ink4a/ARF implica la inactivació de dues vies 

p16-CDK4,6-RB i ARF-MDM2-TP53 de manera simultània. 
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RB1: El gen del retinoblastoma es troba al locus 13q14. Codifica per una proteïna que 

intervé en la fase G1 tardana, prevenint la inapropiada entrada en fase S. Aquesta forma 

part d’una família de proteïnes anomenades pocket-protein15, que inclou també les 

proteïnes P107 i P130. Aquestes tres proteïnes presenten una gran homologia estructural 

i poden interactuar amb factors de transcripció de la família E2F fent efecte en els 

nivells de proliferació. 

La importància de la regulació de RB1 sobre E2F radica en el fet que una gran part de 

promotors que controlen gens implicats en la proliferació cel·lular, com són els proto-

oncogens (MYC,C-MYB, CCNA, CCNE i CCND1,CDC2), i gens involucrats en la 

replicació, etc. presenten seqüències d’unió per aquest factor de transcripció. El segrest 

de E2F implicaria la no activació de la transcripció de tot aquest conjunt de gens 

necessaris per a la progressió al llarg del cicle cel·lular. La pèrdua del gen o l’alteració 

funcional de la proteïna és molt freqüent en una gran varietat de tumors, suggerint que 

RB1 pot tenir un paper molt important en la regulació de la proliferació cel·lular. 

 

El reconeixement i reparació del dany al DNA és un procés complex que implica un 

gran nombre de proteïnes. L’elevat nombre d’alteracions cromosòmiques i de cariotips 

complexos detectat en gran part dels tumors humans suggereix que aquests presenten 

algun tipus d’alteració de les vies de resposta al dany i per tant l’alteració d’aquests 

mecanismes de reparació pot constituir un important mecanisme patogenètic en la 

formació de tumors. Alguns exemples de gens implicats en aquestes vies són: 

 

ATM: El gen ATM codifica per a un fosfoproteina quinasa que pertany a la superfamilia 

Fosfatidilinositol 3-quinasa (PIK3) i està localitzat a 11q22.3. És regulador mitjançant 

fosforilació, d’un gran nombre de proteïnes, incloent proteïnes supressores de tumors 

com TP53 i BRCA1, quinases de control com CHK2, proteïnes de control com RAD17 

i RAD9, i proteïnes de reparació com NBS1. ATM està estretament relacionada amb 

una altra quinasa anomenada ATR i totes dues estan considerades les principals 

controladores de les vies de control del cicle cel·lular necessàries per a l’estabilitat del 

genoma i 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 

autosòmic recessiu anomenat Ataxia Telangiectasia (AT); les cèl·lules AT presenten 

inestabilitat cromosòmica i defectes en la resposta a radiació. Les mutacions i delecions 

del gen ATM també s’han trobat en diferents neoplàsies sobretot limfoides.  
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ATR: ATR està localitzat a la banda cromosòmica 3q23. La proteïna codificada pel gen 

ATR és també una quinasa de la família de PIK3/PIK4. Presenta similituds amb la 

proteïna RAD3 de Schizosaccharomyces pombe16, la qual realitza el control de cicle 

cel·lular necessari per a l’aturada del cicle cel·lular i per a la reparació del DNA en 

resposta a dany. Aquesta quinasa fosforila CHK1, les proteïnes de control RAD17, i 

RAD9, i proteïnes supressores de tumors com BRCA1. Les mutacions d’aquest gen 

estan associades a la Síndrome de Seckel. 

BRCA1: Aquest gen codifica per una fosfoproteina nuclear que juga un paper important 

en el manteniment de l’estabilitat genòmica i actua com a TSG. La proteïna que codifica 

forma part d’un complex d’unió amb altres TSGs, sensors de dany a DNA etc. 

anomenat BASC. Aquesta proteina juga un paper important en la transcripció, la 

reparació dels trencaments de doble cadena i la recombinació. Mutacions d’aquest gen 

són les causants del 40% dels cancers de mama hereditaris i de més d’un 80% dels 

cancers de mama i ovari hereditaris.  

CHK1/CHK2: Els gens CHK1 i CHK2 estan localitzats a les regions cromosòmiques 

11q24.2 i 22q12.1 respectivament. Són dos quinases que actuen downstream17 d’ATM i 

que eviten la progressió del cicle cel·lular en resposta a l’activació d’ATM i ATR en 

una situació de dany al DNA. CHK1 activada per fosforilació actua regulant diferents 

substractes com per exemple TP53 i CDC25 promovent el segrest del cicle a G1/S i 

G2/M. S’han descrit mutacions de CHK1 en alguns carcinomes d’endometri, colorectals 

i d’estómac. Per altra banda, CHK2 fou considerat un nou gen supressor de tumors en 

identificar-se mutacions germinals en una sèries de famílies amb la Síndrome de Li-

Fraumeni. Malgrat tot, només s’han pogut identificar de forma ocasional mutacions 

somàtiques en tumors esporàdics.  

FANCC: Aquest gen està localitzat a a 9q22.3 i codifica per una proteïna que retrassa 

l’aparició de l’apoptosi i promou la recombinació homòloga com a mecanisme de 

reparació del dany al DNA. Les mutacions d’aquest gen estan associades a l’anemia de 

Fanconi, una síndrome de fragilitat cromosòmica, caracterizat por presentar 

malformacions congènites, insuficiència medul·lar progressiva i predisposició a 

desenvolupament de leucèmies i tumors sòlids. 

Inestabilitat genètica  

Definim inestabilitat com la taxa de canvis genètics que es produeix en un període de 

temps, malgrat tot, sovint es simplifica com la mesura de la inestabilitat el nivell 
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d’alteracions genètiques que es troba a les cèl·lules en un moment determinat. 

(Gisselsson, 2003) És possible diferenciar entre dos tipus d’inestabilitat, la inestabilitat 

de microsatèl·lits i la inestabilitat cromosòmica. 

Inestabilitat cromosòmica 

 El fenomen de la inestabilitat cromosòmica és una característica comú de les neoplàsies 

malignes i implica una adquisició d’anomalies cromosòmiques, tant de tipus numèric 

(també variacions de la ploidia) com estructural, i està influenciat per la naturalesa del 

tumor. Alguns tumors desenvolupen mecanismes que promouen l’aparició de molts 

reordenaments entre cromosomes, mentre que d’altres desenvolupen mecanismes que 

confereixen pocs canvis cromosòmics, de manera que el resultat són diferents taxes 

d’evolució cromosòmica. Per tal d’obtenir aquesta visió global de la inestabilitat 

genòmica i de la complexitat cromosòmica és necessària la combinació de diferents 

eines citogenètiques que detectin totes les alteracions, tant les numèriques com les 

estructurals.  

Existeixen diferents maneres de valorar la inestabilitat genètica; per una banda es pot 

mesurar el grau d’heterogeneïtat genètica que s’ha donat en una població cel·lular 

després de X generacions, malgrat que d’aquesta manera no es detecten els canvis que 

són negatius, sinó simplement aquells que són seleccionats favorablement. 

Altres estudis opten per l’estudi de la variabilitat en el nombre modal 18 que 

consisteix en calcular el percentatge de cèl·lules que presenten un nombre de 

cromosomes diferent al nombre modal, o per la quantificació dels canvis cromosòmics 

inestables, és a dir, aquells que es veuen únicament en una metafase mitjançant l’estudi 

de la variabilitat d’alteracions estructurals no-clonals, calculant el nombre 

d’alteracions estructurals no-clonals19 per cèl·lula estudiada.(Camps et al., 2004) 

Inestabilitat de microsatèl·lits 

La inestabilitat de microsatèl·lits20 és un fenomen minoritari descrit en càncer de Colon 

minoritari sense poliposi.(Bhattacharyya et al., 1994) Està causada per la inactivació 

d’alguns dels components de la maquinaria de la reparació. La falta de reparació dóna 

lloc a una acumulació de canvis nucleotídics que es localitzen en les regions repetitives 

o de microsatèl·lits. Aquesta inestabilitat a nivell de la seqüència de DNA pot provocar 

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

cromosòmiques i/o alteracions numèriques. 

Mecanismes generadors d’inestabilitat 

La variabilitat en el tipus d’alteracions genètiques que s’acumulen durant el procés 

tumoral suggereix l’existència de diversos mecanismes que provoquen l’aparició 

d’aquestes. Alguns dels mecanismes poden ser trencaments de doble cadena en punts 

fràgils del cromosoma o bé un escurçament de les seqüències que formen els telòmers. 

Punts fràgils 

Existeixen diferents mecanismes que poden donar lloc a trencaments de doble cadena; 

els més importants són: una aturada a la forca de replicació, la formació d’un 

trencament de doble cadena a partir d’un de cadena simple o bé un trencament de les 

cromàtides durant la separació anafàsica.(Freudenreich, 2007) Els punts fràgils comuns 

(CFS) són regions que exhibeixen una freqüència elevada de trencaments, tinció dèbil i 

constriccions quan els cromosomes són exposats a agents que inhibeixen una inhibició 

parcialment de la replicació del DNA. Són signes d’inestabilitat genòmica que es troben 

en tots els individus i que són hot spots21 per reorganitzacions de material i delecions. 

Aquests punts cromosòmics es trenquen induïts per agents clastogènics (Afidicolina, 

folat, timidilat, 5-azacitidina i bromo-deoxiuridina, etc.) tot i que l’hipoxia també pot 

causar aquest tipus de trencaments. Els CFS més freqüents són FRAD2G (2q31), 

FRA3B (3p14.2), FRA6E (6q26), FRA7H (7q32.3), FRA16D (16q23.2) i FRAXB 

(Xp22.3), mentre que resta de CFS tenen una freqüència menor (Figura 7).(Smith et al., 

2007;Durkin & Glover, 2007) 

L’interès científic dels CFS es troba en el fet que aquests punts fràgils correlacionen de 

manera significativa amb els punts de trencament que donen lloc a translocacions o 

llocs on es dóna delecions de material en moltes neoplàsies. De la mateixa manera, 

molts oncogens estan situats propers a punts fràgils i la mida de les amplificacions està 

correlacionada amb la distància entre dos punts fràgils.(Durkin & Glover, 2007) 
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Figura 7. Localització dels punts fràgils més comuns (FRA) i d’altres de menys 
freqüència. 
 

 Escurçament de les seqüències telomèriques 

Un altre mecanisme d’inducció de la inestabilitat és l’escurçament de les seqüències 

telomèriques dels cromosomes. A cada cicle cel·lular les cèl·lules perden petits 

fragments de la seqüència que configura el telòmer. Quan aquesta seqüència és massa 

curta no es poden unir les proteïnes encarregades de la protecció de la cadena de DNA, 

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

extrem lliure proper ja sigui d’un altre cromosoma com de la cromàtida germana. Això 

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

cadena o bé un citocinesi fallida que podria donar lloc a cèl·lules tetraploides.  
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Tècniques citogenètiques i moleculars  

Citogenètica Convencional (CC) 

Com s’ha introduït a l’apartat El cromosoma i el cariotip humà d’aquesta tesi, La CC 

és una tècnica citogenètica d’ús molt estès que consisteix en la tinció de metafases (amb 

colorant Giemsa) obtingudes a partir d’extensions cromosòmiques de cèl·lules en cultiu 

que permetent distingir els cromosomes mitjançant un bandejat diferencial (patró de 

bandes G) que divideix els cromosomes en unes 400 bandes. Les regions i bandes són 

numerades de manera consecutiva des del centròmer fins a cadascun dels dos extrems 

dels braços. La CC presenta l’avantatge de poder confirmar el diagnòstic realitzant un 

seguiment de la malaltia residual si en el moment del diagnòstic s’ha detectat un 

marcador citogenètic determinat. En el cas de les leucèmies i els limfomes s’estudien les 

cèl·lules dels teixits implicats, normalment aspirats de moll d’ós, i extraccions de sang 

perifèrica i en el cas dels limfomes el gangli limfàtic. Tant els limfomes com les 

leucèmies presenten poca eficàcia en el cultiu quan tenen un índex de proliferació baix, 

a més a més els limfòcits B tenen una resposta als mitògens relativament baixa, és per 

això que de forma ordinària s’afegeix algun agent mitogen22 (TPA, TNF, IL2, PK, entre 

d’altres), que estimula el creixement de les cèl·lules tumorals i en conseqüència ajuda a 

detectar amb major freqüència els cariotips anòmals. En l’actualitat el mitogen més 

específic de limfòcits B és l’acetat de Miristat de Tetraforbol (TPA).  

Hibridació in situ fluorescent (FISH)  

 La tècnica de FISH permet la detecció o localització de seqüències específiques de 

DNA sobre cromosomes metafàsics i nuclis interfàsics utilitzant sondes específiques 

marcades amb un fluorocrom específic. Existeixen diferents tipus de sondes: 

Sondes centromèriques: Hibriden específicament amb el centròmer de cada 

cromosoma. S’utilitzen en la detecció d’alteracions numèriques: monosomies i 

trisomies. 

Sondes locus específiques: Són utilitzades en la detecció d’un locus específic en el 

conjunt cromosòmic d’una metafase per tal de poder determinar si s’ha produït algun 

tipus d’anomalia numèrica o estructural que inclogui aquest locus. 

Sondes de pintat cromosòmic: Són 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 difícil identificació. Aquestes sondes no 

s’utilitzen sobre nuclis interfàsics.  

Sondes de fusió específiques de translocació: permetent detectar la presència o no 

d’una translocació mitjançant la detecció de la senyal de fusió superposant els 

marcatges fluorescents dels dos partners23 implicats. 

Darrerament, la utilització de la tècnica de FISH, també ha permès avançar en la recerca 

de la inestabilitat genòmica mitjançant la utilització de sondes de FISH de marcatge 

telomèric que permeten valorar la longitud telomèrica dels cromosomes de la cèl·lula 

neoplàsica. Aquestes sondes telomèriques estan constituïdes per seqüències 

complementàries a les seqüències de DNA altament conservades que es repeteixen en 

tàndem (TTAGGG) i que constitueixen els telòmers. Aquestes sondes permeten detectar 

la presència o absència de telòmers així com quantificar-los.  

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

La introducció en els darrers anys de la tècnica de M-FISH/SKY ha suposat un gran 

canvi en el món de la citogenètica. Aquesta tècnica, basada en la identificació de 24 

sondes de FISH hibridades simultàniament, permet detectar canvis numèrics i 

estructurals sobre extensions metafàsiques de cultius cel·lulars.(Schrock et al., 

1996;Speicher et al., 1996)  

Es marquen els 22 cromosomes autosòmics i els 2 sexuals amb diferents combinacions 

de cinc sondes: una verda, dues vermelles i dues infraroges. que donen un color 

característic i un espectre d’emissió de fluorescència 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 repetició obtenint un total 

de 25 possibles colors (C3
5+C2

5+C1
5 =25) (Figura 8). L’anàlisi es realitza amb un 

microscopi de fluorescència i un programa informàtic específic que realitza una 

classificació algorítmica assignant un color a cada cromosoma. Permet detectar 

translocacions intercromosòmiques i identificar cromosomes marcadors d’origen 

desconegut per citogenètica convencional però té les seves limitacions en la detecció de 

microdelecions o microinsercions, inversions i també a l’hora de definir els punts 

exactes de trencament. Tampoc permet la diferenciació del braç p i q de cada 

cromosoma. 
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Figura 8. Cariotip d’un tumor humà 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 

detecció degut al solapament de l’efecte d’emissió i implicaria un augment en el temps 

d’exposició de la mostra, el mètode es basa específicament en l’ús 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 

mitjançant la combinació 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 obtindríem fins a 48 combinacions. Aquest potencial 

addicional ha estat aplicat en la diferenciació dels braços p i q dels cromosomes de 

manera que la tècnica de COBRA-FISH presenta un millora substancial respecte el M-

FISH i permetent detectar inversions i translocacions intracromosòmiques.(Wiegant et 

al., 2000) 

RX-FISH 

El RX-FISH o Harlequin-FISH és una tècnica citogenètica que permet visualitzar i 

analitzar cromosomes bandejats en colors sobre extensions metafàsiques de cultius 

cel·lulars. La seva resolució és baixa en comparació 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 Gibó24 el qual presenta un alt grau d’homologia amb el 
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DNA humà i uns cromosomes altament fragmentats (degut a les translocacions que 

presenta); d’aquesta manera permet obtenir fàcilment 100 fragments cromosòmics 

diferents, els quals marquen amb tres fluorocroms diferents, generant per combinació 

set colors.(Muller et al., 1997) 

La tècnica de RX-FISH permet detectar translocacions intercromosòmiques, inversions 

intracromosòmiques, visualitzar amb major precisió els punts de trencament, detectar 

anomalies críptiques, així com diferenciar les delecions intersticials de les terminals. 

Aquesta tècnica és molt utilitzada a l’estudi de l’evolució del cariotip humà per detectar 

inversions cromosòmiques donat que sembla ser que aquest fenomen és un dels 

mecanismes més freqüents en processos evolutius. 

Hibridació Genòmica comparada (CGH) 

La CGH és un mètode d’anàlisi citogenètic-molecular que permet detectar guanys i 

pèrdues de regions cromosòmiques. Es basa en la hibridació sobre extensions 

cromosòmiques normals de dos DNAs marcats amb diferents fluorocroms, un de 

normal i l’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 detecció d’una 

fluorescència més intensa del fluorocrom verd (en el cas de guanys en el tumor) o del 

fluorocrom vermell (en el cas de pèrdues en el tumor) (Figura 9). La CGH dóna una 

visió global del nombre d’alteracions numèriques del tumor (tant de guany, 

amplificacions, com de pèrdues cromosòmiques). La tècnica de CGH combina les bases 

de la tècnica de FISH (complementarietat entre cadenes homòlogues de DNA) i l’anàlisi 

d’imatge quantitatiu (nivells de fluorescència) amb la diferència que a la CGH s’hibrida 

el DNA genòmic tumoral amb alteracions desconegudes sobre metafases normals, a 

diferència del FISH en el qual s’hibriden sondes de DNA marcades amb un fluorocrom 

sobre metafases o nuclis interfàsics tumorals. Mitjançant la utilització d’un equip i d’un 

software adequats es realitza una comparació de les intensitats de la fluorescència de 

cadascun dels dos DNAs marcats i hibridats sobre els cromosomes de manera que es 

detecten les alteracions del DNA tumoral en qüestió.  

S’han realitzat molts estudis per tal de determinar la mida mínima d’un segment 

cromosòmic alterat detectable per CGH i 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 còpies.(Bentz et al., 1998;Kirchhoff et al., 1999;Brecevic et 

al., 2001) 
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Els avantatges d’aquesta tècnica respecte altes tècniques citogenètiques és la possibilitat 

de treballar únicament amb DNA, de manera que resulta molt útil en la detecció de 

guanys i pèrdues de material en casos amb malalties hematològiques o tumors sòlids 

que presenten poca proliferació i en els que obtenir cèl·lules en divisió a vegades és 

difícil. La CGH també resulta de gran utilitat en la identificació d’amplificacions que 

podrien ser dianes de oncogens potencials o bé de pèrdues de material genètic que 

podrien contenir TSGs. D’aquesta manera en un sol experiment obtenim una visió 

global de les anomalies en tots els cromosomes del genoma humà sense tenir cèl·lules 

en divisió. Finalment resulta molt útil per a l’anàlisi 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 però de la CGH és que no dóna informació de translocacions 

equilibrades, inversions, i reorganitzacions cromosòmiques petites donat que només 

detecta aquells canvis que afecten al contingut global de DNA d’una cèl·lula. Tampoc 

pot determinar la ploidia dels tumors analitzats donat que en aquests casos la relació de 

fluorescència del tumor respecte al normal no varia, per tant en els casos que es vulgui 

determinar si aquests tumors són triploids, tetraploids, etc. serà necessària la realització 

d’un cultiu cel·lular o en el cas de només disposar de DNA d’una anàlisi per citometria 

de flux (FC). Tot i així la sensibilitat de la CGH pot variar molt en funció 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 pèrdua de material significa l’absència de la meitat del 

material original (50%) mentre que en el cas d’un tumor tetraploid que presenti una 

pèrdua de material, aquesta pèrdua només significarà un 25% del material que presenta. 

Un altre punt a tenir en compte és la possible contaminació del DNA tumoral amb 

cèl·lules normals la qual podria diluir les alteracions presents en el tumor i per tant 

comportar una infravaloració de les d’aquestes. La tècnica de CGH requereix com a 

mínim un 25% de cèl·lules tumorals a la mostra estudiada (Larsen et al., 1999) és per 

això que en alguns estudis en els que no es disposava de suficient material s’ha realitzat 

microdissecció amb una posterior amplificació del genoma mitjançant DOP-PCR 

(Daigo et al., 2001;Hirose et al., 2001) Aquest mètode permet l’estudi de diferents àrees 

d’un mateix tumor (i fins i tot de cèl·lules concretes) per tal d’estudiar l’heterogeneïtat 

intratumoral i també augmentar la quantitat de DNA extret en tumors inclosos en 

parafina. 
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 Figura 9. Esquema de la tècnica de CGH 

Microarrays  

El principi dels microarrays es fonamenta en l’habilitat dels fragments d’àcids nucleics 

de cadena simple d’hibridar de manera altament específica amb una segona cadena que 

conté la seqüència complementaria, generant d’aquesta manera molècules de doble 

cadena. Els microarrays estan formats per una matriu sòlida sobre la qual s’ordenen 

milers de fragments d’àcids nucleics. La mostra (DNA, RNA o cDNA) es marca 

utilitzant fluorescència i s’hibrida sobre la superfície de l’array. 

Després d’una sèrie de rentats, el complex mostra-sonda, entenent com a sonda l’array 

hibridat, es manté unit de manera que la quantitat de mostra hibridada sobre la sonda es 

quantifica mitjançant sistemes de detecció fluorescent. Aquesta tecnologia permet 

l’anàlisi simultani de milers de variables en un sol experiment de manera ràpida i 

eficient. 

CGH array 

Aquesta tècnica, de la mateixa manera que la CGH metafàsica, permet detectar guanys i 

pèrdues de material genètic, mitjançant la competència en la hibridació de material 

tumoral versus normal sobre impressions de BACs25 que contenen seqüències de DNA 

en una matriu sòlida (portaobjectes). Es poden detectar guanys i pèrdues de material 
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genètic a nivell general de tot el genoma o bé de regions concretes o de gens concrets, 

sempre en funció del disseny de l’array (Figura 10). 

Els avantatges que aporta aquesta tècnica respecte a la CGH metafàsica són: un 

augment de la resolució, permetent detectar guanys i pèrdues de regions puntuals no 

detectables per CGH metafàsica i l’optimització de la quantitat necessària de DNA per 

cada hibridació. Tampoc requereix cariotipatge i es realitza una sola captura de l’ 

imatge amb dos filtres, a diferència de les múltiples captures que són necessàries en la 

CGH. Una altra millora considerable respecte la tècnica anterior és que permet valorar 

les regions pericentromèriques i els cromosomes més petits, difícilment estudiables per 

la CGH metafàsica. També ens permet una millor correlació amb les dades d’expressió, 

facilitant la identificació dels gens que poden estar implicats directament en la 

patogènesi del tumor (Oncogens amplificats, i sobre-expressats i TSGs perduts i infra-

expressats). 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

      
      Figura 10. Esquema de la tècnica de CGH arrays. 

SNP array 

El SNP array és un tipus d’array de DNA que s’utilitza per detectar polimorfismes 

d’una població. Un SNP es la variació més comú en el genoma. Existeixen entre 5-10 

milions de SNPs en el genoma. Els SNPs estan altament conservats en l’evolució i dins 

la població i són un excel·lent marcador genotípic. Els principis bàsics d’aquesta tècnica 

són molt similars als de CGH arrays. L’array conté seqüències immobilitzades d’àcids 
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nucleics de cadena curta (oligonucleòtids de 25 pb) i cada SNP de l’array és interrogat 

per la sonda (250 ng del material en qüestió). Aquesta tècnica és molt útil en l’estudi del 

genoma, per exemple en la determinació de susceptibilitat a determinades malalties i té 

la seva aplicació en estudis farmacogenètics mesurant l’eficiència de drogues 

terapèutiques específiques per a cada individu. Els SNP arrays també tenen la seva 

aplicació en estudis de LOH. La pèrdua d’heterozigositat és un desequilibri de la forma 

al·lèlica que es pot donar per la completa pèrdua d’un al·lel o per un augment en el 

nombre de còpies d’un dels dos al·lels i pèrdua de l’altre. La utilització d’un SNP array 

d’alta densitat per detectar LOH permet la identificació del patró de desequilibri al·lèlic 

amb un potencial pronòstic i diagnòstic. L’ús dels SNP arrays té un gran potencial en el 

diagnòstic del càncer donat que el fenomen de LOH és una característica prominent en 

molts tipus de càncer.(Mei et al., 2000) 

A banda del genotipat, la intensitat de la senyal d’hibridació proporciona informació 

sobre el nombre de còpies dels segments cromosòmics mitjançant la comparació 

d’aquestes intensitats amb les de pacients sans de diverses ètnies utilitzats com a 

control. Per tal de realitzar aquest anàlisi existeixen eines específiques com 

Chromosome Copy Number Analysis Tool (CNAT). La resolució en aquest anàlisi de 

nombre de còpies és troba entre 25 kb i 5 kb en funció de la plataforma utilitzada. 

Microarrays d’expressió 

A banda de les alteracions genètiques, els estudis de l’expressió genètica són necessaris 

per a conèixer el comportament dels gens a la cèl·lula tumoral. És per això que s’han 

creat plataformes d’expressió en microarrays. De la mateixa manera que amb la CGH 

array, en els arrays d’expressió, el material (RNA o cDNA) es marca amb fluorescència 

o radioactivitat i s’hibrida sobre una matriu sòlida. D’aquesta manera aquest mètode 

permet quantificar la quantitat d’expressió és a dir de RNA que existeix de cadascuna de 

les regions del genoma interrogades. Aquesta tecnologia està produint grans avenços en 

la definició de perfils d’expressió específics associats a categories diagnòstiques ja 

conegudes, en el descobriment de noves entitats o tipus tumorals, en l’establiment de 

nous paràmetres a nivell pronòstic, en el reconeixement de nous mecanismes 

patogenètics i està possibilitant la identificació de noves dianes terapèutiques en relació 

a les alteracions moleculars bàsiques de la neoplàsia. 

Actualment, existeixen algunes plataformes que han seleccionat gens específics 

implicats en la patogenèsi d’algun tipus de malaltia permetent d’una manera més precisa 
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conèixer els nivells d’expressió d’aquests gens diana. Un exemple és la fabricació de la 

plataforma Lymphochip cDNA microarrays, que va ser creada l’any 2000 per a 

determinar el perfil d’expressió de neoplàsies 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 està compost de 18.500 

clons de cDNA i està enriquit en gens que estan expressats en els limfòcits.(Alizadeh et 

al., 2000) 

PCR quantitativa 

La Polimerase chain reaction PCR26 quantitativa o en temps real (RQ-PCR) es realitza 

mitjançant un equip que integra una PCR convencional i un espectrofluorímetre que 

determina la fluorescència que es produeix en el tub d'amplificació en tot moment al 

llarg del procés. El fluoròfor està present constantment en el mitjà de la reacció i el 

senyal obtingut al final de cada cicle d'amplificació es representa en una gràfica davant 

del nombre de cicles obtenint-se una corba que mostra el transcurs del procés.. La 

càmera és multicanal, fet que permet dur a terme diverses anàlisis simultànies en el 

mateix tub de PCR. La quantificació s'assoleix mitjançant l'ocupació d'una corba patró 

en la qual es representen les intensitats de fluorescència aconseguides davant 

concentracions inicials conegudes d'un fragment idèntic que volem quantificar. La 

química que s'utilitza en la detecció és o la tecnologia de les sondes marcades 

fluorescentment, anomenades sondes TaqMan, o bé SYBR Green com a agent 

intercalant. 

Neoplàsies limfoides 

Les neoplàsies limfoides són un grup de neoplàsies molt heterogeni, entenent com a 

neoplàsia qualsevol procés que impliqui proliferació excessiva. Aquesta diversitat és 

deguda a la complexitat a nivell funcional i cel·lular de les diferents poblacions de 

sistema immunitari i a l’heterogeneïtat dels mecanismes patogenètics que poden 

originar el desenvolupament i progressió de la malaltia. 

Anomenem limfoma a tota neoplàsia que es dóna en el sistema limfàtic. La presència 

d’un limfoma implica que les cèl·lules del sistema limfàtic es reprodueixin de forma 

anormal i amb el temps impedeixin que l’organisme pugui combatre les infeccions de 

forma adequada. 
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Classificació dels limfomes 

Els NHL estan classificats com limfomes de cèl·lula B o limfomes de cèl·lula T en 

funció de la línia de limfòcit que inicia el procés tumoral. Els limfomes de cèl·lula B 

presenten aproximadament el 90% dels NHL mentre que els limfomes de cèl·lula T es 

troben només en un 10% dels casos. L’expressió dels antígens de superfície i de 

immunoglobulines (Ig) depèn del tipus de limfòcit i de l’estadi de diferenciació o 

maduració. L’anàlisi d’aquestes proteïnes de superfície és molt útil per determinar 

l’histogènesi del tumor.(Figura 11, Taula 1). 

 
Figura 11. Model d’histogènesi d’alguns NHL  
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Taula 1. Classificació de les neoplàsies limfoides segons la WHO (Jaffe et al., 2001) 

NEOPLÀSIES DE CÈL·LULA B PRECURSORA 

Leucèmia /Limfoma limfoblàstic (B-LL) 

NEOPLÀSIES DE CÈL·LULA B MADURA 

Leucèmia limfàtica crònica (B-CLL) 

Leucèmia prolimfocítica de cèl·lula B (B-PLL) 

Limfoma limfoplasmocític (LLP) 

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

Limfoma fol·licular (FL) 

Tricoleucèmia (HCL) 

Mieloma de cèl·lula plasmàtica o mieloma múltiple (MM) 

Gammopatia monoclonal de significació indeterminada (MGUS) 

Plasmacitoma solitari de l’òs 

Plasmacitoma extraossi 

Amilodiosi primària 

Malalties de la cadena pesada 

Limfoma B de la zona marginal associat a mucosa (MALT-Lymphoma) 

Limfoma difús de cèl·lules grans (DLBCL) 

Limfoma B primari mediastínic (PMBCL) 

Limfoma de cèl·lules del mantell (MCL) 

Limfoma B intravascular (IVL) 

Limfoma d’efusió primària (PEL) 

Limfoma Burkitt (BL) 

NEOPLÀSIES DE CÈL·LULA T PRECURSORS  

Leucèmia limfocítica de precursor T (T-ALL) 

NEOPLÀSIES DE CÈL·LULA T PERIFÈRICA o NK 

Leucèmia prolimfocítica de cèl·lula T (T-PLL) 

Leucèmia limfocítica de cèl·lules grans granulars: Tipus T (T-LGL) 

Leucèmia de cèl·lula NK agressiva 

Leucèmia de cèl·lula T d’adults (ATLL) 

Micosis fungoides 

Síndrome de Zézary 

Limfoma primari cutani anaplàsic de cèl·lules grans 
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Papulosis limfomatoide 

Limfoma extra ganglionar de cèl·lula NK/T de tipus nasal 

Limfoma T de tipus enteropàtic 

Limfoma T hepatosplenic 

 Limfoma T subcutani paniculitis-like 

Limfoma T angioinmunoblàstic 

Limfoma perifèric de cèl·lules T, no especificat (PTCL-U) 

Limfoma anaplàstic de cèl·lules grans (ALCL) 

Limfoma NK blàstic 
Les neoplàsies limfoides marcades en negreta són explicades de forma extensa en aquesta introducció. 

Els limfomes de cèl·lules B 

Els limfomes B són un conjunt de proliferacions clonals de cèl·lula B que es troben en 

diferents estadis de diferenciació (Des de cèl·lules verges a cèl·lules plasmàtiques 

madures) A nivell mundial, formen un 90% de les neoplàsies limfoides i provoquen un 

4% dels càncers. Es caracteritzen per expressar una sèrie antígens propis de les cèl·lules 

B (CD19, CD20, CD22 i CD79) i altres marcadors, com són les Ig de superfície que 

tenen com a funció el reconeixement de l’antigen durant la resposta immune, a 

diferència de la cèl·lula T que reconeix mitjançant una estructura especialitzada 

anomenada receptor de cèl·lula T (TCR)27. 

Limfoma de cèl·lula B precursora 

Limfoma limfoblàstic (B-LL) 

B-LL és una neoplàsia de limfoblasts típicament composta de blasts de tipus B de mida 

petita-mitjana amb afectació de moll d’os i sang. És una malaltia poc comú i que 

bàsicament afecta a nens (75% dels casos). El pronòstic és en general bo i en pacients 

pediàtrics es dóna una remissió de fins a un 95% i d’un 60-85% en adults. 

Limfoma de cèl·lula B perifèric 

Leucèmia limfàtica crònica /Limfoma limfocític de cèl·lula petita (B-CLL) 

És un limfoma de baix grau que es caracteritza per l’acumulació de cèl·lules B 

monoclonals que semblen limfòcits madurs petits. El patró immunohistoquímic presenta 

expressió de forma usual de CD5 i CD23 i el seu curs clínic és variable, amb una 

incidència que varia molt segons la distribució geogràfica. 

Estudiant l’estat mutacional de la cadena pesada de les Ig dels limfòcits s’ha demostrat 

que existeixen dos tipus de limfòcits 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 i han entrat en contacte amb l’antigen.(Damle et al., 1999) Els limfòcits 

B verges i els que presenten memòria antigènica són indistingibles morfològicament 

però existeixen diferències a nivell pronòstic entre els casos amb i sense mutacions 

donat que els casos que presenten mutacions son casos que provenen de cèl·lules que 

han passat pel centre germinal i per tant presenten un millor pronòstic, mentre que 

aquells que no en tenen provenen del limfòcit B verge sent molt més agressius, amb 

més alteracions genètiques i amb pitjor pronòstic.(Hamblin et al., 1999;Stilgenbauer et 

al., 2002;Lin et al., 2002) Darrerament s’ha observat que l’expressió de la proteïna 

ZAP-70 correlaciona perfectament amb l’estat de les Ig, estant valors baixos d’expressió 

associats a hipermutació i valors alts a l’absència d’aquestes.(Crespo et al., 2003) 

A nivell genètic la B-CLL és una neoplàsia amb relativament poques alteracions 

cromosòmiques sent els guanys del cromosoma 12 i les pèrdues de 17p, 11q, 13q i 14 i 

les mutacions de TP53 les alteracions més freqüents.(Bea et al., 2002)  

El mecanismes que porten a la progressió d’aquesta malaltia, és a dir a un canvi 

d’estadi, són poc coneguts, en un estudi recent en 16 casos de B-CLL amb mostra 

obtinguda al diagnòstic i després de la progressió, s’observa com tres pacients 

adquireixen mutacions de TP53, guanys de 5q21-q23 i 11pter-p14, i un guany del 

cromosoma 12 respectivament, durant la progressió de la malaltia. Per altra banda 

l’anàlisi del perfil d’expressió va mostrar canvis d’expressió significatius entre les 

mostres seqüencials (Annex 1).(Fernandez et al., 2008) 

Tot i aquesta manca d’alteracions, les cèl·lules acumulen alteracions addicionals a 

través del temps i entre un 5 i un 10% dels casos de B-CLL transformació histològica a 

un limfoma de cèl·lules grans, fet que rep el nom de síndrome de Richter (RS). Aquests 

casos presenten relativament les mateixes alteracions que els casos no transformats, 

però amb més nombre de guanys i pèrdues i amb alteracions específiques com pèrdues 

de 8p i 9.(Bea et al., 2002)  

 

 

Leucèmia prolimfocítica de cèl·lula B (B-PLL) 

La B-PLL és una malaltia dels prolimfòcits B que afecta a sang, moll d’os i melsa i en 

la que els prolimfòcits superen el 55% de les cèl·lules de la sang. S’exclouen tots 

aquells casos de B-CLL transformada o B-CLL amb un elevat nombre de prolimfòcits. 
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Les cèl·lules expressen antígens de cèl·lula B sent CD5 present en un terç dels casos i 

CD23 absent. És una malaltia extremadament rara que afecta a pacients amb edat 

superior a 60 anys. Presenten de forma freqüent reordenament de Igs. L’alteració 

t(11;14)(q13;q32) es troba en un 20% dels casos i és per això que es confon de forma 

freqüent amb variants blastoides de MCL. 

Limfoma limfoplasmacític (LLP) 

És una neoplàsia limfoide de baix grau que té origen a partir de limfòcits perifèrics. Està 

caracteritzada per una proliferació de tipus difús dels limfòcits B petits (CD5- i CD10-) 

amb tendència a diferenciar-se a cèl·lules plasmàtiques. Aquestes cèl·lules expressen 

poques Ig de superfície, però gran quantitat d’Ig citoplasmàtiques. És una malaltia rara 

que es dóna en adults preferentment homes, i que normalment té un curs clínic bastant 

indolent tot i que pot evolucionar cap a un limfoma de cèl·lules grans més agressiu. 

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

El SMZL i el NMZL són dos entitats clinicopatològiques que han estat definides 

recentment.(Jaffe et al., 2001)Tots dos són limfomes de baix grau que s’originen en 

llocs d’inflamació crònica causada per infeccions i processos d’autoimmunitat.  

SMZL és una malaltia poc freqüent (1-2% dels NHL) que implica la substitució, per 

part de limfòcits de mida petita, dels centres germinals de la melsa. Presenta afectació 

en melsa, moll d’os i sang perifèrica. Les cèl·lules tumorals presenten un patró 

immunohistoquímic CD20+, CD79-, CD5-, CD10-, CD23-, CD43-. Aquesta negativitat 

per CD5 i CD43 és molt útil per excloure els diagnòstics de B-CLL . A nivell genètic 

l’alteració cromosòmica més freqüent en aquesta malaltia és la pèrdua de 7q (7q22-q36) 

en aproximadament un 45% dels casos i el seu curs clínic és indolent amb una mitjana 

de supervivència d’entre vuit i 10 anys.(Mollejo et al., 2005) 

NMZL és una neoplàsia de tipus B poc freqüent (1.8% de les neoplàsies limfoides) que 

s’origina en el gangli limfàtic amb un patró histològic semblant al SMZL, però només 

presenta evidència extra ganglionar en un terç dels casos.(Campo et al., 1999a) No 

existeixen alteracions genètiques exclusives d’aquest tipus de limfoma, però no 

presenten les alteracions associades a Limfoma MALT, t(11;18)(q21;q21) i trisomies 

del cromosoma 3. 
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Tricoleucèmia (HCL) 

La HCL és una neoplàsia de cèl·lula B petita. Es caracteritza per cèl·lules amb nucli 

ovalat amb molt citoplasma el qual que presenta projeccions. A nivell 

immunohistoquímic presenta expressió de CD103, CD22 i CD11c i és negativa per 

CD5, CD10 i CD23. És una malaltia rara i compren només el 2% de les leucèmies 

limfoides. Els pacients són normalment adults, d’edat mitjana, amb predominància 

masculina. 

Mieloma de cèl·lula plasmàtica o mieloma múltiple (MM) 

El MM és una neoplàsia del moll de l’os, caracteritzada la presència de cèl·lules 

rodones de tipus plasmàtic en diferents grau de maduresa incloent formes atípiques. 

També es caracteritza per una destrucció de l’esquelet que té coma resultat dolor 

d’ossos, fractures patològiques i anèmia. Als Estats Units és la neoplàsia limfoide més 

freqüent en població negra i la més freqüent en població blanca. La mitjana d’edat al 

diagnòstic és 68 anys en homes i 70 anys en dones amb un relació home/dona de 1.1. A 

nivell genètic presenta en un 20% dels casos la translocació t(4;14)(p16;q32) i freqüents 

pèrdues de 13 i 19. És una malaltia incurable amb una supervivència mitjana de tres 

anys. 

Limfoma Mucosa- associated Lymphoid Tissue (MALT)  

El limfoma MALT és un limfoma morfològicament heterogeni de cèl·lula B petita, 

limfòcits petits, immunoblasts i cèl·lules centroblasts-like28 CD20+, CD79+, CD5-, 

CD10 i CD23-. L’ infiltrat es troba a la zona marginal dels fol·licles reactius i s’exten 

per tota la regió interfol·licular. Els Limfoma MALT són aproximadament un 7-8% de 

tots els limfomes de cèl·lula B. Es dóna en pacients adults i sembla que existeix una 

major freqüència de Limfoma MALT gàstrics al nord- est d’Itàlia i a Sud Àfrica. El 

tracte intestinal és el lloc més comú d’aparició d’un Limfoma MALT (50%) sent 

l’estómac el lloc més comú (85% dels casos). El Limfoma MALT presenta un curs 

indolent i es dissemina de forma lenta tot i que les recaigudes poden involucrar llocs 

extra-ganglionars. Les alteracions genètiques més freqüents són la translocació 

t(11;18)(q21;q21) 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 cèl·lules B immadures del centre germinal 

que han adquirit en la majoria dels casos la translocació t(14;18)(q32;q21) que 

desregula el gen BCL-2 sent una de les formes més comuns de NHL (aproximadament 

el presenten un 22% dels pacients). Presenta una proliferació mixta de dos tipus 

cel·lulars, els centròcits29 i els centroblasts30. El tumor pot estar únicament format per 

centròcits o bé per tots dos tipus cel·lulars alhora. Els FL histològicament són molt 

característics, tenen estructures fol·liculars de mida uniforme i esfèrica distribuïdes per 

tot el gangli limfàtic. Fenotípicament expressen Ig de superfície i antígens de línia B 

com CD19, CD20 i CD22. També expressen CD10 i BCL-6.). 

El curs clínic és variable, alguns pacients presenten un curs indolent i la malaltia 

progressa de forma lenta, mentre que en altres, la malaltia progressa ràpidament. Els 

mecanismes moleculars i cel·lulars que provoquen aquesta heterogeneïtat són 

desconeguts, malgrat tot, alguns treballs han descrit alteracions secundàries 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 transformació 

agressiva a DLBCL, en la qual les cèl·lules limfoides grans (centroblasts) comencen a 

predominar sobre les cèl·lules més petites (centròcits); aquest progressió d’un patró 

nodular a un de difús està associada a un pitjor pronòstic dels pacients. Alguns tumors 

presenten alteracions secundàries a banda de la translocació t(14;18)(q32;q21) que 

poden tenir un paper en la transformació a DLBCL. Estudis recents d’arrays d’expressió 

han demostrat que el patró d’expressió defineix dues signatures de resposta immune que 

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

Limfoma difús de cèl·lules grans (DLBCL) 

Els DLBCLs són un grup heterogeni de limfomes que deriven de cèl·lules B grans 

activades per antígens, presentant un elevat índex proliferatiu i un creixement ràpid i 

destructiu i sent les cèl·lules majoritàries centroblasts i els immunoblasts31. El patró 

immunofenotípic és CD5 i CD10 negatiu i CD19, CD20, CD22, i CD79 positiu, malgrat 

que existeix certa variabilitat i s’han descrit sub-grups que presenten un patró CD5 

negatiu.(Harada et al., 1999) El DLBCL és un dels limfomes més freqüents en adults a 

nivell mundial, amb una freqüència que oscil·la entre un 30 i un 40% dels NHL. La 

seva diversitat a nivell de presentació clínica i de supervivència i l’heterogeneïtat a 

nivell patològic i molecular suggereix que els DLBCLs inclouen certa diversitat que 
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també es reflexa a nivell terapèutic. Estudis recents han identificat 2 grans subgrups 

basats en el perfil d’expressió gènica anomenats DLBCL del centre germinal (GCB-

DLBCL) i DLBCL de cèl·lula B activada (ABC-DLBCL). (Alizadeh et al., 

2000;Rosenwald et al., 2002) Els GCB-DLBCL es caracteritzen per amplificacions 

freqüents del gen REL, translocacions que impliquen el gen BCL2, de la mateixa manera 

que es dóna en els FL, suggerint una possible evolució d’aquest tipus de tumors a partir 

de FL, i hipermutacions somàtiques dels gens de les Ig. (Rosenwald et al., 

2002;Rosenwald et al., 2003a;Savage et al., 2003) En canvi els ABC-DLBCL presenten 

un patró d’activació constitutiva factor nuclear κβ (NF-κβ). Clínicament presenta un 

curs agressiu però amb possibilitat de curació. Algunes alteracions genètiques s’han 

associat a un pitjor pronòstic dels pacients com els guanys de 18q (Annex 2),(Bea et al., 

2004) i de les regions del cromosoma 3 (3p11-p12, 3q11-q13, i 3q24-q25) (Annex 

3).(Bea et al., 2005) 

Per altra banda, s’ha descrit  darrerament que la baixa expressió MHC de classe II 

(MHCII) està associada a un pitjor pronòstic en DLBCL,(Rimsza et al., 2004) estant 

descrita una associació d’aquesta desregulació amb delecions cromosòmiques dels loci 

que formen el MHCII en un subtipus de DLBCL localitzats en lloc immuno-privilegiats 

com són els testicle o el sistema nerviós central (IP-DLBCL).(Jordanova et al., 2002) 

Tot i així estudis recents correlacionant dades de CGH amb estudis d’expressió han 

demostrat que aquesta correlació no es manté en casos que de DLBCL amb diferent 

localització, sent les delecions d’aquests poc freqüents i sent mecanismes d’alteració de 

la transcripció els responsables d’aquesta infra-expressió (Annex 4).(Rimsza et al., 

2006) 

Limfoma B primari mediastínic (PMBCL) 

El PMBCL és un tumor molt semblant al DLBCL a nivell histològic. Malgrat tot, es 

presenta típicament en dones joves i es localitza als ganglis limfàtics mediastínics, a 

diferència dels DLBCL. Les cèl·lules que caracteritzen aquest tumor presenten un 

citoplasma pàl·lid i un patró de creixement difús.(Savage et al., 2003) 

Aquests tumors presenten també unes alteracions genètiques característiques, com 

guanys de 9p i 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 

patró d’activació constitutiva factor nuclear κβ (NF-κβ) igual que ABC-DLBCL però 
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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 cèl·lules del mantell (MCL) 

El MCL és una neoplàsia limfoide ben definida que es caracteritza per la 

t(11;14)(q13;q32), que té com a resultat la sobre-expressió constitutiva de CCND1. 

Aquest limfoma està composat per una proliferació monomòrfica dels limfòcits de mida 

petita-mitjana amb nucli irregular i amb un fenotip B madur que expressa generalment 

CD5 i no expressa CD23. La freqüència del MCL es troba entre un 3 i un 10% dels 

NHL i predomina en pacients masculins d’edat avançada (Edat mitjana 60 anys). La 

majoria dels pacients presenten malaltia en estadi IV32, limfoadenopatia generalitzada, 

hepatoesplenomegalia33 i afectació de moll d’os. El comportament clínic és molt 

agressiu i pocs pacients presenten una supervivència llarga (entre 3 i 4 anys) amb un 

tractament convencional i molt pocs es poden arribar a considerar curats.(Campo et al., 

1999b;Swerdlow & Williams, 2002) 

Existeix una variant més agressiva d’aquesta neoplàsia anomenada MCL blastoide que 

pot sorgir de novo o ser una forma progressada de formes de MCL típiques i que es 

manifesta aproximadament en un 10-20 % dels casos de MCL. Segons la classificació 

de la WHO(Jaffe et al., 2001) aquesta forma agressiva es subdivideix en dues variants 

anomenades blàstica i pleomòrfica. Totes dues variants estan associades a un índex de 

proliferació elevat, cariotips complexes, tetraploidització (36% dels blàstics i 80% dels 

pleomòrfics versus 8% de les variants típiques, P < 0.001),(Ott et al., 1997) i a un pitjor 

pronòstic.(Campo et al., 1999b) Per una banda els MCL blàstics presenten una població 

monòtona de limfòcits de mida mitjana, nucli arrodonit, i cromatina dispersa. Per altra 

banda els MCL pleomòrfics es caracteritzen per una població cel·lular més heterogènia 

de cèl·lules grans amb nuclis irregulars i nucleol quasi indistingible.  

Malgrat l’agressivitat descrita en aquesta malaltia, observacions clíniques recents han 

identificat alguns pacients amb una forma més indolent de malaltia, que presenta una 

supervivència llarga, fins i tot sense necessitat de tractament, suggerint que el 

comportament biològic d’aquest tumor pot ser més heterogeni del que es pensava 

inicialment.(Nodit et al., 2003;Orchard et al., 2003;Espinet et al., 2005) 

Leucemització en MCL  
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Durant anys s’ha descrit el fenomen d’expressió leucèmica en MCL com un fenomen 

ocasional i no sempre present. La seva incidència varia bastant en els diferents estudis 

trobant-se entre un 13 i 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 

discrepàncies poden ser degudes a una selecció dels pacients tenint en compte un 

criteris morfològics i immunofenotípics diferents. A més a més, en moltes d’aquestes 

series no s’ha realitzat una revisió histològica o una extensa caracterització 

immunofenotípica. Per altra banda s’han realitzat alguns estudis que comparen les 

alteracions genètiques entre els pacients que presenten MCL de tipus ganglionar i MCL 

leucèmic en els quals s’associen algunes alteracions a la disseminació leucèmica. 

Particularment l’anàlisi de les alteracions genètiques en casos leucèmics mostra que les 

pèrdues de la regió cromosòmics 8p21.3 on està localitzat el cluster34 de gens receptors 

TRAIL, anomenats DR4 i DR5, són més freqüents 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 i DR5 són poc freqüents en MCL leucemitzats i en cap cas estan 

associades a una pèrdua de l’altre al·lel.(Fernandez et al., 2004) (Annex 5) 

CCND1 com a oncogen 

Com ja s’ha explicat en l’apartat de cicle cel·lular d’aquesta tesi,CCND1 és un membre 

de les ciclines D que regula la transició de fase G0/G1 a fase S del cicle cel·lular. 

CCND1 no s’expressa normalment en cèl·lules limfoides sinó que és el fenomen de 

juxtaposició amb el promotor de les Ig el que provoca la seva sobre-expressió en tots els 

casos de MCL. El gen de la CCND1 conté cinc exons que creen, mitjançant splicing 

alternatiu dues isoformes majoritàries: CCND1a i CCND1b (Figura 12A). 

CCND1a està codificada bàsicament per dos transcrits, llarg i curt de 4.5 i 1.5 kb de 

longitud respectivament, que es diferencien en la longitud de la regió 3’ no traduïda, 

però que contenen tots dos tota la regió codificant que genera el polipèptid de 36 kDa 

S’ha descrit que al voltant d’un 4-10% dels MCL amb alts nivells de proliferació, no 

presenten el transcrit llarg, i en el seu lloc, expressen un mRNA aberrant amb la regió 3’ 

no traduïda més curta. Aquest mRNA presenta pèrdua de les regions desestabilitzadores 

AUUUA de la CCND1 no associada a un splicing alternatiu sinó a un truncament en la 

regió 3’UTR que pot ser causat per delecions genòmiques, mutacions puntuals en el 3’ 

que generen llocs prematurs de poliadenilització i que donen lloc a transcrits d’una mida 

de més reduïda (Wiestner et al., 2007) o bé per reorganitzacions cromosòmiques 
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addicionals.(Seto et al., 1992;de Boer et al., 1997;Komatsu et al., 1994;Rimokh et al., 

1994) L’abundància del mRNA de CCND1 és molt més elevada en aquest tumors que 

no pas en aquells en els quals la CCND1 presenta la regió 3’ UTR. A més, en assaigs 

amb línies 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 l’efecte oncogènic i el curs clínic d’aquests pacients(Figura 

12B).(Rimokh et al., 1994) 

L’isoforma CCND1b de 1.7kb de longitud, en canvi, no conté l’exó 5 però reté l’exó 4 

que conté un codó stop35 al cap de 99 parells de bases i un senyal de poliadenilització a 

menys de 300 parells de bases d’aquest codó stop. La pèrdua d’aquest últim exó implica 

la pèrdua de les seqüències PEST36 que marquen les proteïnes per a ser destruïdes de 

forma ràpida. La CCND1b, es troba en la majoria de tumors i de línies cel·lulars que 

expressen CCND1. A diferència de la CCND1a, la CCND1b té un gran poder 

transformador en models experimentals, malgrat que el mecanisme oncogènic no està 

ben estudiat.(Solomon et al., 2003) 

 
Figura 12. Diferents isoformes de la CCND1 (A) i diferents transcrits de la CCND1a 

observats en MCL (B) 

 

MCL CCND1 –negatius 

Darrerament, alguns estudis senyalen l’existència de casos amb un patró morfològic i 

fenotípic idèntic a la resta de MCL però amb la diferència que la translocació 

t(11;14)(q13;q32) no és detectable, o bé els nivells de CCND1 no mostren una sobre-
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expressió d’aquest gen. Durant anys, l’existència d’aquests casos ha estat controvertida 

tenint en compte que els mètodes de detecció de la translocació i dels nivells 

d’expressió presenten una sensibilitat variable. Darrerament, els estudis mitjançant 

arrays d’expressió en tumors, han permès estudiar la genòmica del tumor mitjançant 

l’estudi dels valors d’expressió dels gens de forma quantitativa, han permès crear perfils 

específics per a cada tipus de malaltia i concretament han fet possible comprovar 

l’existència d’aquest subgrup de casos de MCL que no expressen CCND1 malgrat 

presenten una perfil d’expressió idèntic a la resta de mantells i una supervivència 

similar, suggerint que pertanyen a la mateixa entitat.(Rosenwald et al., 2003b;Fu et al., 

2005) S’ha vist també que alguns d’aquests casos presenten expressió de CCND2 o 

CCND3, suggerint que aquestes ciclines puguin fer una funció substitutòria de la 

CCND1, donat que sembla indispensable que algun fenomen acceleri el pas de fase G1 

a S en aquesta neoplàsia. 

 

Proliferació i supervivència en MCL 

Un dels marcadors pronòstics més importants en els MCL és la proliferació, la qual ha 

estat valorada durant anys mitjançant l’índex mitòtic37 o contant el nombre de cèl·lules 

que expressaven l’antigen associat a proliferació 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 proliferació, estudis recents han valorat la 

proliferació d’una sèrie de 101 pacients a partir de la valoració de l’expressió d’un 

conjunt de 20 gens que s’expressen a nivells més alts en les cèl·lules en divisió que en 

les quiescents i que inclou gens implicats en la replicació del DNA, en la progressió del 

cicle cel·lular i en els requisits metabòlics de la proliferació. Per a crear aquest mètode 

diagnòstic, basat en dades d’expressió, s’ha realitzat un test estadístic Bayesià que 

permet diferenciar els MCL d’altres tipus de limfomes i també distingir entre els 

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

 

Models per a estudis pre-clínics: Línies cel·lulars en limfoma de cèl·lules del mantell i 

models animals 

Els models experimentals en MCL igual que en altres malalties són eines importants per 

investigar els mecanismes involucrats en la patogènesi d’aquests tumors. En l’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 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                     Introducció 
 

 57

progressió dels tumors. Els models actuals utilitzats són les línies cel·lulars i models 

animals que presumiblement estan molt relacionats amb el tumor humà. tenen les seves 

limitacions ens proporcionen una eina que pot ser molt valuosa en estudis clínics per tal 

de seleccionar diverses drogues i estratègies que puguin millorar el pronòstic dels 

pacients.  

Les línies cel·lulars limfoides són un bon model in vitro que facilita l’anàlisi dels 

cariotips complexos i dels patrons d’inestabilitat genòmica, de manera que són una gran 

font d’informació per a entendre els mecanismes implicats en la patogènesi. A més, 

també són una font il·limitada d’una població relativament uniforme.  

Tenint en compte l’heterogeneïtat dels tumors humans i particularment dels MCL, és 

important tenir un nombre elevat de línies cel·lulars que mimetitzin amb la variabilitat 

de les diferents situacions clíniques. En els últims anys s’han establert 13 línies 

cel·lulars derivades de MCL, tot i que algunes d’aquestes línies van ser establertes 

abans que aquesta entitat estigués ben definida (Taula 2, Annex 6).(Salaverria et al., 

2006) La caracterització d’aquestes línies és irregular, però proporciona un bon espectre 

de les característiques moleculars i genètiques dels MCL. Un altre fenomen a comentar 

en estudis pre-clínics amb línies cel·lulars és el risc de contaminació creuada amb altres 

línies cel·lulars. Un bon exemple és l’alta proporció de contaminació observada (14%) 

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

 

Taula 2. Línies cel·lulars de MCL que presenten la translocació t(11;14) (q13;q32)(Salaverria et al., 2006) 

 HBL-2 JVM-2 SP-49/-50B/-
53 REC-1 NCEB-1 

 
GRANTA-

519 
MINO Z-138 JEKO-1 M-1 UPN-1 UPN-2 MAVER-1 

Edat/Sexe 84/H 63/D 58/D 61/H 57/M 58/D 64/D 70/H 78/D 58/H 
 

52/H 
 

57/H 77/H 

Diagnòsti
c original DLBCL PLL ILL MCL Dcb/ccL MCL MCL Blastoid 

MCL MCL Blastoid 
MCL 

Blastoid 
MCL MCL MCL 

Mostra 
 GL SP SP GL SP SP SP MO SP SP Efusió 

pleural 
Efusió 
pleural SP 

Sobre-
expressió 
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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H home; D dona; DLBCL: Diffuse large cell lymphoma; DCbCcL: Diffuse centroblastic centrocytic lymphoma;ILL: 

Intermediate lymphocytic lymphoma; PLL: Prolymphocytic leukaemia; GL: Gangli limfàtic; SP: Sang perifèrica;MO: moll 

d’os; EBV: Epstein-Barr virus; CC: Citogenètica convencional; Del: Del heterozigota; mut: mutat;homo del: deleció 

homozigota; wt: wild type; ¶ ATM expressió proteïca negativa; WB: Western Blot; +, expressió positiva,++ expressió alta; -, 

expressió negativa/no detectable; * estudi mutacional no realitzat;  
# Delecions no analitzades. 

Limfoma B intravascular (IVL) 

L’IVL és una malaltia agressiva i disseminada que es caracteritza per la presència de 

cèl·lules tumorals només a la llum dels vasos petits, normalment capil·lars. Afecta de 

forma predominant a gent d’edat avançada però degut al nombre reduït de casos no 

existeixen característiques epidemiològiques específiques. El cervell i la pell són els 

llocs de manifestació de la malaltia més comuns. Els casos d’IVL presenten 

freqüentment afectació de fetge, melsa i moll d’os, mentre que l’afectació ganglionar és 

rara en aquesta malaltia. La supervivència és generalment baixa, però l’ús de teràpies 

intensives en estadis primerencs por augmentar la supervivència en pacients 

joves.(Ferreri et al., 2004) 

Limfoma d’efusió primària (PEL) 

El PEL és una neoplàsia de cèl·lules B que es presenta en efusions seroses sense 

detectar-se masses tumorals. Està associada de forma universal al virus Herpes humà 8 

(HHV 8). La majoria dels casos es troben el marc d’una immunodeficiència per HIV. La 

majoria dels pacients són homes joves o d’edat mitjana homosexuals. Els llocs més 

comuns d’afectació són la pleura i les cavitats pericardial i peritoneal. El pronòstic és 

extremadament desfavorable amb i sense teràpia.  

Limfoma de Burkitt (BL) 

El BL es caracteritza per una expansió clonal de les cèl·lules B d’origen desconegut, 

probablement cèl·lules B de la reacció primerenca del centre germinal. 

Morfològicament es caracteritza per un patró de cel estrellat, donada la presència d’un 

nombre elevat d’histiòcits que fagociten les restes cel·lulars producte de l’apoptosi. 

ATM   wt/wt  wt/* del/*¶ del/mut¶ 
   ampl/*  #/polimorf #/mut del/* 

p16INK4
A  del/* wt/#  Hom del wt  Hom del  del/* del/*     

del/* 

Altres 
oncogens 
 

     BCL-2 amp     MYC R 
BCL-2 amp MYC R 

 
MYC R 
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Existeixen tres variants amb diferents manifestacions clíniques, morfològiques i 

biològiques: BL endèmic, BL esporàdic, i BL associat a immunodeficiència. A nivell 

morfològic també s’han definit dues variants anomenades BL clàssic i BL atípic o BL-

like38. Aquesta segona variant a diferència dels Classic BL presenta un nucli amb gran 

pleomorfisme tant a nivell de mida com de forma. Les cèl·lules presenten generalment 

expressió de CD10 i també poden expressar Ig de superfície. Clínicament, és un 

limfoma agressiu tot i que en nens hi ha una bona resposta davant una teràpia intensiva. 

Un estudi recent de l’expressió en 303 pacients amb limfoma B agressiu defineix quatre 

clusters d’expressió prominent que reben el nom de signatures d’expressió associades 

específicament a BL i utilitzant aquest patró d’expressió específic, defineix una sèrie de 

vuit casos de DLBCL que presenten un perfil d’expressió de BL els quals anomena BL 

discrepants.(Dave et al., 2006) Per altra banda, els estudis genètics mitjançant CGH i 

CGH array han descrit alteracions secundàries 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 i pèrdues de 13q com les alteracions 

més freqüents en BL. A més, les alteracions d’1q i 7q estan associades a un pitjor 

pronòstic.(Garcia et al., 2003) Per altra banda un estudi del nostre grup, actualment en 

revisió, defineix el perfil de CGH i d’expressió de 51 pacients de BL, mostrant que els 

BL clàssics i els BL atípics, tant en pacients adults com en pediàtrics, presenten un 

perfil d’alteracions comú mentre que els BL discrepants es diferencien de forma 

dramàtica a nivell de complexitat cariotípica i nombre d’alteracions tant dels BL 

clàssics i atípics com de DLBCL (Annex 7).(Salaverria et al. en revisió)  

Els limfomes de cèl·lula T 

Els limfomes de cèl·lula T expressen marcadors específics de línia T (CD3, CD5, CD2 i 

CD7), i també es caracteritzen per reordenaments dels gens codificats per les cadenes 

del TCR. 

Limfoma de cèl·lula T precursora 

Leucèmia limfoblàstica de precursor T (T-ALL/Limfoma limfoblàstic (T-LBL) 

T-ALL és una neoplàsia de limfoblasts típicament composada de blasts de tipus T de 

mida petita-mitjana amb afectació a moll d’os i sang. Afecta de forma comú a 

adolescents i és més freqüent 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 cèl·lula T δ i β, i diferents 

gens com MYC, Tl1, RBTN1 RBTN2 i HOX-1, implicant la desregulació d’aquests 

últims. La pèrdua de 9p, que inclou el gen P16, té lloc en un 30% dels casos. És una 

malaltia freqüentment curable utilitzant teràpies agressives, pero molt desfavorable en 

pacients pediàtrics. 

Limfoma de cèl·lules perifèriques o Natural Killer 

 Constitueixen aproximadament un 10-15% de tots els NHL en països occidentals, tot i 

que són més freqüents a l’extrem Oriental. Inclouen un grup molt ampli de neoplàsies 

amb morfologia i presentacions clíniques diverses. Generalment els limfomes T 

perifèrics ganglionars deriven de limfòcits CD4 positius a diferència de cèl·lules NK. 

Clínicament el curs d’aquests limfomes és agressiu i presenten freqüentment 

recurrències. 

Leucèmia prolimfocítica de cèl·lula T (T-PLL)  

La T-PLL és una leucèmia de cèl·lula T molt agressiva que es caracteritza per la 

proliferació de prolimfòcits39 de mida petita-mitjana amb afectació de sang, moll d’os, 

ganglis limfàtics, melsa i pell. La freqüència de la T-PLL és relativament baixa i no 

sobrepassa el 2% dels casos de leucèmia limfocítica de cèl·lula petita en adults majors 

de 30 anys. Les alteracions citogenètiques d’aquest tipus tumoral són inversions del 

cromosoma 14, amb punts de trencament a 14q11 i 14q32, que es troben en el 80% dels 

casos. Un 10% dels casos presenten la translocació t(14;14)(q11;q32), que juxtaposa el 

TCR i amb els gens TCL1a, TCL1b activant-los i també és freqüent la translocació 

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 formació de cromosomes dicèntrics i 

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

Leucèmia limfocítica de cèl·lules grans granulars tipus T ( T-LGL) 

 T-LGL és una neoplàsia molt heterogènia que es caracteritza per un augment persistent 

del nombre de limfòcits granulars de sang perifèrica, normalment sense una causa 

específica. Es diferencia en dos variants en funció dels marcadors antigènics (variant 

comú i variant rara). La majoria dels casos presenten un curs indolent. No existeix una 

alteració citogenètica característica d’aquesta entitat, però les translocacions rarament 

han estat descrites en aquesta malaltia.  
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Leucèmia/ limfoma de cèl·lula T d’adults (ATLL) 

ATLL és una neoplàsia de cèl·lula T perifèrica que es composa molts cops de gran 

quantitat de cèl·lules limfoides pleomòrfiques. Està causada pel retrovirus humà R-Cell 

leukaemia virus type I (HTLV-1). ATLL és endèmica en diferents regions del món entre 

les quals es troben el Japó, el Carib i l’Àfrica central. Aquesta distribució està clarament 

associada a la prevalència d’HTLV-1 a la població, i en són afectats preferentment 

homes i dones d’edat mitjana. La supervivència d’aquests pacients és variable, pot anar 

de dos mesos a més d’un any Les alteracions més freqüentment observades en aquesta 

neoplàsia són guanys de 14q, 7q i 3p i pèrdues de 6q i 13q.(Tsukasaki et al., 2001)  

Micosis fungoides/Síndrome de Zézary 

La Micosis fungoides és el subtipus de limfoma de cèl·lula T que es presenten amb 

plaques a la pell i es caracteritzen per infiltració dèrmica i epidèrmica. 

La Síndrome de Sézary es un limfoma de cèl·lula T molt generalitzat que es 

caracteritza per la presència de eritroderma, limfoadenopatia i limfòcits T en sang. Les 

lesions de la síndrome de Sézary són similars a les de les micosis fungoides. 

Limfoma perifèric de cèl·lules T, no especificat (PTCL-U) 

Un gran nombre de diferents entitats han estat definides com a subtipus de limfomes de 

cèl·lula T. Malgrat tot, un gran grup de casos de limfoma de cèl·lula T, preferentment 

ganglionars, que constitueixen una proporció significativa dels limfomes T dels països 

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 perifèric no 

especificat (PTCL-U). La majoria d’aquests casos es donen en pacients adults, però 

també existeixen alguns casos pediàtrics. Recentment, s’han descrit alteracions 

genètiques associades a aquesta entitat com guanys de 7q, 17q, 16p i 9q i pèrdues de 

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

Limfoma anaplàsic de cèl·lules grans (ALCL) 

ALCL és una neoplàsia de cèl·lula T que es caracteritza per translocacions recurrents 

que impliquen el gen anaplastic lymphoma quinasa (ALK) situat a 2p23, que donen lloc 

a l’expressió de la proteïna ALK. El gen ALK és un gen que s’expressa de forma 

constitutiva a l’intestí, als testicles i al cervell, però no en limfòcits normals, alhora que 

presenta una gran similaritat de seqüència a la subfamília 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 pronòstic, tot i que alguns 

pacients moren per la progressió de la malaltia. Morfològicament, els tumors presenten 

un espectre morfològic que va de cèl·lules grans atípiques a una variant de cèl·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 translocació més comú que implica el gen ALK és la translocació 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 neplàsic i sembla ser que en les cèl·lules 

transformades in vitro es veuen certes diferències a nivell de creixement cel·lular, 

migració i capacitat invasiva, que podrien influenciar també el comportament biològic 

dels tumors.(Armstrong et al., 2004) A banda dels ALCL ALK-positius, alguns estudis 

reconeixen un limfoma de cèl·lula gran tipus T que presenta un patró morfològic i 

fenotípic similar, però que a diferència del grup anterior no presenta cap alteració 

genètica que impliqui en gen ALK. A nivell clínic, són lleugerament diferents donat que 

es presenten en pacients més adults d’edat més avançada 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 proteïna 

ALK demostren l’evidència que els patrons morfològics dels ALCL descrits en estudis 

previs són diferents subtipus de la mateixa entitat, argumentant perquè les neoplàsies 

ALK-positives són 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 diferències, aquest grup de ALCL ALK-negatius va ser classificat en la tercera 

edició de la WHO classification juntament amb els ALCL ALK-positius. (Delsol et al., 

2001)  

Estudis recents d’expressió han avaluat 32 tumors primaris i 5 línies cel·lulars derivades 

de ALCL, demostrant que existeix un perfil d’expressió diferent entre ALCL ALK-

positius i ALCL ALK-negatius, en el qual alguns gens són estadísticament 

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 secundàries de 74 ALCL 

mitjançant CGH, observant-se que els guanys de 17p i 17q24-qter i les pèrdues de 4q13-

q21, i 11q14 esta associats als casos ALK-positius mentre que els guanys de 1q i 6p21 

són més freqüents en els tumors ALK-negatius (Annex 8).(Salaverria et al., 2008) 

Recolzant-se en aquest dos estudis recents, a la darrera versió de la WHO, en 

preparació, es conclou que malgrat que no hi ha cap evidència per considerar diferents 

dos tumors que presenten les mateixes característiques morfològiques i fenotípiques, es 

poden considerar com a entitats diferents.  

 

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

Alteracions cromosòmiques en Limfomes No-Hodgkin 

La combinació de CC, M-FISH, FISH, i CGH ha proporcionat una eina molt útil per a 

la configuració d’un perfil global de les alteracions primàries i secundàries dels NHL, el 

qual ha suposat una gran ajuda en la seva classificació, donada l’estreta associació que 

s’estableix entre certes entitats tumorals i certes alteracions específiques. Per tant, de 

l’estudi citogenètic de les neoplàsies limfoides es pot concloure que els canvis 

cromosòmics no són a l’atzar, cada neoplàsia presenta unes alteracions cromosòmiques 

específiques que impliquen cromosomes, regions i bandes diferents.  

 

Translocació 
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ALK  
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 t(1;2)(q25;p23)
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        85 Kd
        97 Kd

        113 Kd
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        125 Kd
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       Citoplasmàtica 

       Citoplasmàtica 

        Citoplasmàtica 
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TPM3

TFG

ALKATIC

ALKCTCL

MSN

ALO17
 t(2;17)(p23;q25) KIAA1618 

Domini kinasa

   
Nuclear+Citoplasmàtica 

220 Kd t(2;22)(p23;q11.2)  MYH9 Citoplàsmica 

Citoplasmàtica 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                     Introducció 
 

 64

Alteracions primàries (translocacions) 

La majoria dels B-NHL, però només una minoria del T-NHL, estan caracteritzats per 

translocacions cromosòmiques 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 2p12 i 22q11.2. Aquest fenomen ve afavorit pel class switching40 que es produeix en 

les cèl·lules B. Les translocacions són sobretot freqüents en cèl·lules del centre 

germinal i poden implicar diferents partners donant lloc a una expressió anòmala d’un 

proto-oncogen (Taula 3). En el cas de T-NHL és el TCR l’implicat en la translocació, la 

translocació de la cadena ��localitzada a 14q11-q12, tot i que la freqüència és menor, 

segurament degut a l’absència d’hipermutació somàtica i de class switching. 
Taula 3. Taula de diferents translocacions observades en NHL 

Neoplàsia  
limfoide 

Alteració 
cromosòmica Gen implicat Funció Biològica Mecanisme 

oncogènic 

MCL t(11;14)(q13;q32) CCND1 Regulador del cicle cel·lular Desregulació de 
l’expressió 

FL/DLBCL t(14;18)(q32;q21) BCL-2 Inhibidor de l’apoptosi Desregulació de 
l’expressió 

DLBCL t(3;v)(q27;v) BCL-6 Repressor de la transcripció Desregulació de 
l’expressió 

t(8;14)(q24;q32) 

t(2;8)(p11;q24) BL 

t(8;22)(q24;q11) 

MYC Factor de transcripció Desregulació de 
l’expressió 

t(11;14)(q13;q32) CCND1 Regulador del cicle cel·lular Desregulació de 
l’expressió MM 

t(4;14)(p16;q32) FGFR3;WHSC1 Receptor de factor de creixement de 
fibroblasts; proteïna de desenvolupament 

Desregulació de 
l’expressió 

t(2;5)(p23;q35) 
ALCL 

t(2;v)(p23;v) 
ALK Receptor tirosin quinasa Proteïna de fusió 

t(X;14)(q28;q11) MTCP-1 Co-activador d’AKT Desregulació de 
l’expressió 

T-PLL inv(14;14)(q11q32) 

t(14;14)(q11;q32) TCL1 Co-activador d’AKT Desregulació de 
l’expressió 

 

Com ja s’ha comentat a l’apartat de Limfoma de cèl·lules del Mantell d’aquesta tesi, un 

exemple d’aquest fenomen, és la translocació t(11;14)(q13;q32) que implica la sobre-

expressió del gen CCND1 localitzat a 11q13. Aquesta translocació es dóna al moll d’os 

en els limfòcits B primerencs, a l’estadi de pre-diferenciació pre-B i es troba en el 90% 

dels MCL, però rarament en altres tipus de limfomes B. En darrers treballs citogenètic-

moleculars s’han descrit translocacions t(11;14)(q13;q32) críptiques que impliquen els 

loci IGH i CCND1 i d’altres cromosomes; aquestes s’ha detectat utilitzant una 
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combinació de CC i FISH en 18 casos (Gazzo et al., 2005) i una combinació de FISH i 

M-FISH en casos aïllats.(Wong, 1999;Gruszka-Westwood et al., 2002;Maravelaki et al., 

2004) 

Altres exemples són les translocacions t(14;18)(q32;q21) i t(8;14)(q24;q32), en les que 

els gens BCL-2 i MYC són identificats com els oncogens implicats, respectivament. La 

translocació t(14;18)(q32;q21) és una anomalia citogenètica força comú en els limfomes 

humans. Concretament, es troba en un 85% dels FL i en més d’un terç dels DLBCL. Per 

altra banda, la translocació t(8;14)(q24;q32) és recurrent en BL, trobant-se en un 80% 

dels casos. 

Altres translocacions impliquen la formació de proteïnes de fusió, com per exemple la 

translocació del gen ALK mapat a 2p23 amb diferents partners, essent el gen NPM el 

partner habitual, detectat en 80% dels casos amb la translocació (Taula 3).  

La detecció d’aquestes translocacions, tant les que impliquen sobre-expressió de proto-

oncogen com les que impliquen la formació d’un gen de fusió, té un gran valor a nivell 

diagnòstic, sobretot per a la detecció de la malaltia mínima residual. És per això que a 

nivell diagnòstic es realitzen de forma rutinària RQ-PCR o bé FISH per a la seva 

detecció. 

 

Alteracions secundàries  

A més d’aquestes translocacions, que acostumen a ser fenòmens primerencs, s’han 

descrit gran quantitat d’alteracions secundàries associades als diferents tipus de NHL, 

que en molts casos tenen un paper fonamental en la progressió i transformació 

histològica de molts d’aquests tumors. 
La detecció d’aquestes alteracions secundàries, que acostumen a ser guanys, delecions o 

amplificacions de regions específiques i sovint també trisomies, ha permès no només 

obrir el camí a la identificació de gens associats a càncer sinó també la correlació amb 

les dades clíniques, permetent per tant, un diagnòstic diferencial i de vegades fins i tot, 

l’establiment un pronòstic determinat. 

Existeix certa variabilitat a nivell de complexitat genètica entre els diferents limfomes; 

per una banda existeixen neoplàsies com les B-CLLs, amb poques alteracions 

cromosòmiques però recurrents (guanys del cromosoma 12 i pèrdues de 11, 13, 14 i 

17p), en les que el fenòmens de progressió i transformació sovint impliquen un augment 

de la inestabilitat i en conseqüència 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) 

 

Malgrat la variabilitat, existeixen alteracions secundàries comuns entre els NHL (Taula 

5). Per exemple, les alteracions de 3q són freqüents en diferents limfomes com per 

exemple MCL, MZL, DLBCL i MM amb freqüències d’aparició entre 25-70%. Les 

pèrdues de 6q també són freqüents en diferents NHL, ja que es troben en DLBCL, FL i 

MCL, de la mateixa manera que les pèrdues de 13q es troben en B-CLL, MCL i MM 

amb freqüències molt elevades; malgrat tot, és difícil en totes dues regions establir una 

regió mínima d’alteració, no només entre diferents tipus, sinó dins de cada grup. 

Recentment en B-CLL s’han localitzat els microRNAs41 miR-15a i miR-16-1 localitzats 

a 13q14.3 que presenten una desregulació deguda a la seva pèrdua.(Calin et al., 2007) 

Altres alteracions de regions en les que si s’han pogut limitar regions mínimes i són 

també recurrents en NHL són les pèrdues de 17p i 11q (regions mínimes 17p13 i 11q22-

q23). La pèrdua de 17p13 la trobem en MCL, B-CLL, DLBCL, FL, MZL i DLBCL i 

està associada a pèrdues de TSG TP53. Mentre que les pèrdues de 11q22-q23 es troben 

freqüentment en MCL i B-CLL i estan associades al gen de reparació 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 

diferències en el patró d’expressió, (Alizadeh et al., 2000) sinó que també mostren 

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

Diagnòstic % 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 2.3 

DLBCL 75 3.4 

PMBCL 88 4 

MM 83 5.8 
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alteracions secundàries diferents, com són els guanys de 3q i 18q específics de ABC-

DLBCL i els guanys de 2p14-p16 en GCB-DLBCL.(Bea et al., 2005) També s’observen 

alteracions que serveixen per a discriminar entre diferents entitats no sempre ben 

separades, com és el cas del PMBCL que presenten guanys de 9p, concretament de la 

regió mínima 9p21-pter,(Bea et al., 2005) amb una freqüència que arriba fins al 

56%(Bentz et al., 2001) a diferència 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 cromosòmiques en NHL detectades per CGH 

Diagnòstic Guanys/amplificacions 
(rang de freqüència %) 

Pèrdues 
(rang de freqüència %) 

MCL 

3q (37-70) 
7p (4-27) 

8q (10-32) 
12q (4-30) 
18q (7-26) 

1p (24-33) 
6q (13-37) 
8p (7-49) 
9p (7-30) 

11q (19-36) 
13q(32-63) 
17p (4-30) 

B-CLL 12 (11-65) 
11q (2-24) 

13q (11-65) 
17p (4-32) 

FL 

X (13-47) 
1q (10) 

7 (10-21) 
12q (6-18) 
18 (14-29) 

1p (25) 
6q (7-21) 
17p (9-15) 

MZL 

X (24) 
3/3q (31-52) 

5q (28) 
9q (21) 
12q (24) 
18 (32) 
20q (24) 

 
7q (14) 

17/17p (10-16) 

DLBCL 

X (12-49) 
1q (11-38) 

3/3q (11-27) 
7 (11-31) 
11(12-35) 
12 (10-29) 
18 (11-37) 

6 (14-38) 
8p (10-29) 

17p (10-46) 

ABC -
DLBCL 

1q (12) 
3q (26) 
7 (23) 

18 (34) 

6q16 (34) 
6q21-q22 (40) 

17p (18) 

GCB- 
DLBCL 

2p14-p16 (17) 
12p (16) 
12q (21) 

6q16 (21) 
6q21-q22 (22) 

PMBCL 

Xp (16-33) 
2p (18-47) 
9p (37-56) 
12q (21-33) 

18q (9-16) 
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MM 

1q (36) 
3q (40) 

9q (10-40) 
11q (20-44) 
15q (10-48) 

13q (30-80) 
16 (12-17) 
19/19p (30) 

REFERÈNCIES: 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;O'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 secundàries en MCL  

En el cas concret dels MCL diferents estudis utilitzant citogenètica 

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 secundàries a banda de la 

t(11;14)(q13;q32) en les quals s’inclouen guanys de 3q, 7p, 8q, 12q i 18q i pèrdues de 

1p, 6q, 8p, 9p, 9q, 11q, 13q i 17p (Taula 6). Aquestes alteracions cromosòmiques 

secundàries juguen un paper molt important en la limfomagènesi, alterant la regulació 

del cicle cel·lular o la resposta a dany genètic.(Fernandez et al., 2005) i han revelat que 

el MCL és una de les neoplàsies limfoides malignes amb més nivell d’inestabilitat 

genòmica (Taula 4).(Salaverria et al., 2006) 

També s’han associat algunes alteracions amb el curs clínic en pacients amb MCL la 

majoria d’elles associades a pitjor pronòstic, menys les pèrdues de 1p21 les quals han 

estat associades a bon pronòstic(Taula 7).(Bea et al., 1999;Allen et al., 

2002;Kohlhammer et al., 2004;Rubio-Moscardo et al., 2005) 
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REFERÈNCIES:(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 secundàries associades a pronòstic en MCL 

Estudi 
Nombre 

 de casos 
Tècnica Mal pronòstic Bon pronòstic 

(Bea et al., 1999) 45 CGH +3q,+12q, -9p  

(Allen et al., 2002) 30 CGH +Xq, 17p  

(Kohlhammer et al., 2004) 53 CGH array -8p, -13q14  

(Rubio-Moscardo et al., 

2005) 
68 CGH array -9p, -9q21-q22, -17p13 -1p21 

 

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

diana en la patogenèsi del MCL, com per exemple P16INK4a a 9p21, (Pinyol et al., 

1998;Dreyling et al., 1997), BMI-1 a 10p12,(Bea et al., 2001)ATM a 11q22.3,(Schaffner 

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) 

Taula 6. Diferents alteracions observades per CGH i CGH arrays en MCL 

Guanys 

CGH  
Regió limitada per CGH  

% casos alterats 

(Rang)- CGH 

Regió limitada per 

CGH array 

% casos alterats – 

CGH array 

3q 3q25-q29 48 (37-70) 3q26 29 

7p  25 (4-27) 7p21-p22 21 

8q  25 (10-32) 8q21-q24 22 

12q 12q13 23 (4-30)   

18q 18q21 21 (7-26)  16 

Pèrdues 

CGH  
    

1p 1p13-p32 25 (24-33) 1p21-p31 34 

6q 6q14-q27 29 (13-37) 6q21-q27 34 

8p 8p21-p23 41 (7-79%)  45 

9p 9p21-p24 23 (7-30)  28 

9q  18 (3-20)  18 

11q 11q21-q23 26 (19-36) 11q22-q23 32 

13q1  45 (32-63) 13q14-q21 35 

13q2  45 (32-63) 13q32-q34 38 

17p 17p13 22 (4-30)  24 
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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 patogenètiques 

comuns: el cicle cel·lular i la resposta a dany del DNA. La correlació entre les dades 

moleculars i les dades clíniques ha permès comprovar que algunes alteracions estan 

específicament associades a alguna de les variants morfològiques de MCL. Els tumors 

molt proliferatius presenten alteracions a les dues vies principals, la INK4a-CDK4-RB1 

i ARF-MDM2-TP53, que són responsables del control del cicle cel·lular i la 

senescència. Com ja s’ha comentat, dos elements reguladors claus de CDK4 i TP53, 

anomenats INK4a i ARF estan localitzats al locus 9p21, una regió delecionada en un 20-

30% de les variants altament proliferatives pero en menys d’un 5% dels casos de variant 

típica. Finalment, les mutacions de TP53 associades a delecions de 17p, es troben 

rarament en variants clàssiques de MCL, però són freqüents (30%) en les variants 

agressives associades a una alta proliferació i un pitjor pronòstic (Figura 

15).(Hernandez et al., 1996;Greiner et al., 1996) 

Una estratègia recent utilitzant non sense mediated decay pathway42 juntament amb 

arrays d’expressió, ha detectat microdelecions del gen RB1 amb una manca de la 

proteïna com a resultat, en alguns MCL altament proliferatius. Aquesta alteració té lloc 

en casos amb P16INK4a normal suggerint que la presència de dos alteracions dins d’una 

mateixa via no aporta avantatges addicionals per a les cèl·lules tumorals. (Pinyol et al., 

2007) 

També s’han observat amplificacions i sobre-expressions del locus de la família del 

grup Polycomb43, BMI-1 en alguns casos de MCL. Aquest gen sembla tenir un paper en 

la regulació del cicle cel·lular i de la senescència actuant com a repressor de 

P16INK4a/ARF, per tant, sembla ser que podria tenir un paper en la patogènesi d’alguns 

MCLs.(Bea et al., 2001) 

Per altra banda, s’ha vist també que la inactivació d’ ATM en cèl·lules verges del 

mantell pot facilitar el desenvolupament de la inestabilitat genòmica i un augment de la 

tumorogènesi en estadis inicials. Les mutacions d’ATM s’han descrit en un 40-75% dels 

MCLs i generalment estan associades a la pèrdua de l’altre al·lel. Les mutacions afecten 

principalment al domini PIK344 i donen lloc a proteïnes truncades que són inestables i 

es degraden de forma ràpida.(Schaffner et al., 2000;Camacho et al., 2002;Fang et al., 

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

variants citològiques de MCL indica que les alteracions en aquest gen són un fenomen 
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molt inicial o bé un fenomen que implica predisposició 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’absència d’expressió de CHK2 ha estat 

associada a un nombre elevat d’alteracions genètiques, mentre que només s’han 

identificat de forma puntual alteracions de l’expressió de CHK1.(Tort et al., 2002;Tort 

et al., 2005) 

També s’ha vist que l’expressió alterada de factors de llicència per a la replicació del 

DNA (DNA replication licensing factors) està associada a més quantitat d’alteracions 

secundàries i a defectes en els checkpoints en MCL, justificant el perquè aquest tipus de 

tumors toleren l’inestabilitat genòmica (Annex 9).(Pinyol et al., 2006) Finalment també 

el gen AURKA és un gen localitzat a la regió 20q13.2-q13.3 i codifica per una kinasa 

reguladora de cicle que està implicada en la formació de microtúbuls i en l’estabilització 

centrosomes durant la segregació dels cromosomes. En MCL s’ha observat que la 

sobre-expressió d’aquest gen també pot contribuir a les alteracions numèriques de forma 

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

 

Figura 15. Gens implicats en la formació i progressió dels MCL
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Protocol CGH  

Preparar la reacció de nick translation45 

1- En un tub de microcentrífuga Eppendorff afegir:  

(20.5 -x) µl d’H2O nuclease-free  

x µl de DNA (800 ng) 

5 µl de 0.1 mM dTTP (10 µl  de 0.3 mM dTTP + 20 µl d’H2O nuclease-free ) 

10 µl de 0.1 mM dNTP mix (10µl  de cada de 0.3 mM dATP, dCTP i dGTP) 

2,5  l de 0.2 mM Spectrum Green o ½ Red-dUTP (10 µl de 1mM dUTP + 40 µl 

d’H2O nuclease-free) 

5 µl de 10X Nick Translation Buffer 

7 μl de Nick translation enzyme (últim i mantenint en gel) 

 (Volum total 50 μL) 

2- Vortex46 i spin47 de centrífuga 

3- Deixar la reacció de nick: 1h-1h 15min al bany a 16 ºC  

4- Parar la reacció: 10 min al bany a 70 ºC  

5- Còrrer 5 µl de cada tub + 5 d’ H2O i 3 μl Blue Juice 5X en un gel d’agarosa 1% (80 

ml de TBE 1X, 0.8 g d’agarosa, 8 μl de bromur d’etidi) 

 (El smear48 ha de quedar entre 300 i 3000 bp o menys), si està correcte parar la reacció. 

6- Deixar tubs en gel o nevera uns minuts 

 

Preparar solució desnaturalitzant pH 7 ( 45 mL formamida+ 5 ml 20X SSC (pH 5.3) 

(66 g. 20X SSC + 200 ml d’ H2O, ajustar a pH 5.3 amb HCl, ajustar a volum final 250 

mL i filtrar)+10 ml d’ H2O milli-Q49 ) i escalfar a 70 ºC 

 

Precipitar sondes 

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

2- Afegir 10 µ DNA Cot-1 humà (10 ng) 

3- Afegir 0.1 volums de NaAc 3M 

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

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

6- Centrifugar 30 min a 12000 RPM a 4ºC  

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

alcohol a l’estufa a 37 ºC, cap per avall fins que quedi sec del tot. (15 min) 
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8- Resusprendre pellet a l’agitador en 12 µl de solució A (50% formamida desionitzada 

+ 50% master mix) MASTER MIX: 20 % dextrà sulfat (2 g de Dextrà sulfat, 1 ml de 

20x SSC i 9 ml d’ H2O milli-Q)  

9- Vortex i spin de centrífuga  

 

Preparar metafases 

1- Fer ratlla al mig del portaobjectes amb llapis de diamant per a separar el 

portaobjectes en dos regions d’hibridació (2 casos per cada portaobjectes). 

2- Desnaturalitzar 6 min en solució desnaturalitzant a 72 ºC 

3. Deshidratar: 1-2 min en etanol 70% fred ( Conservar els alcohols a -20ºC) 

 1-2 min en etanol 90% fred 

 1-2 min en etanol 100% fred 

4- Deixar secar a T.A.  

Preparar hibridació 

1- Desnaturalitzar sonda 6min a 72 ºC 

2- Tirar la sonda sobre portaobjectes, una gota a cada meitat i cobrir amb cobreojectes 

(24x24mm) cadascuna de les meitats de la preparació 

3- Segellar tot el voltant del cobreobjectes perquè no s’evapori  

Deixar hibridar dins una cambra fosca i humida 36-72 hores a l’estufa a 37 ºC 

  

Rentats post-hibridació 

1- Treure la goma i el cobreojectes del portaobjectes 

2- Netejar el portaobjectes durant 2 min en sol·lució 0.4X SSC/0.3% tween-20 (10 ml 

de 20X SSC + 475 ml d’ H2O + 1.5 ml de NP-40, ajustar a pH 7 amb NaOH, ajustar a 

volum final 500 ml) 

3- Netejar 2 min en sol·lució 2X SSC/0.1% tween-20 a temperatura ambient (50 ml de 

20X SSC + 425 ml d’ H2O + 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 µl de DAPI II (Vysis) a cada meitat del portaobjectes 

6- Cobrir amb un cobreobjectes (24x60mm) 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                          Material i mètodes 
 

 75

Protocol de cultiu de sang perifèrica 

1- Es prepara un flascó que conté 8 ml de medi Chang, 0.8 ml de sang perifèrica i 100 

µl de TPA* 

2- Un cop preparat els flascó es deixa a l’estufa a 37 º C al 5% de CO2, mig obert durant 

72h. 

*En el cas de cultiu de gangli o melsa es preparen 1-1.5 ml de mostra amb una concentració ≥ 15 X 106 

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 i es posa a cultivar 

en 8 ml de medi Chang complementat amb TPA (100 µl) a 37º al 5% de CO2, amb el tub 

mig obert durant 72h  

Protocol de cultiu de cèl·lules criopreservades 

Descongelació i cultiu 

1-Descongelem les cèl·lules criopreservades al bany de 37 ºC durant uns minuts i en 

agitació. 

2-Calculem les cèl·lules totals (milions/ml) 

3-Diluïm les cèl·lules en 8ml de medi 

4-10 min a 1000 RPM 

5-Treiem el sobrenedant amb el xuclador 

6-Diluïm el pellet en un flascó de 5ml de medi complementat amb TPA (100 µl) 

7-Calculem que quedi a una concentració de 2x106/ml 

8-Deixem 72 h a l’estufa a 37 ºC al 5% de CO2 (tub mig obert) 

Processament del cultiu i preparació de les extensions 
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1- Passades les 72h s’afegeixen 100 µl de Colcemid i es deixa el flascó a l’estufa durant 

50 min (30 min en moll d’os) 

2- Es passa el cultiu a un tub de plàstic i es centrifuguen les cèl·lules a 1500 RPM 

durant 5 min 

3- Es treu el sobrenedant (amb l’aspirador) i es resuspen el botó cel·lular amb l’agitador 

alhora que afegim 7-10 ml de solució hipotònica KCl 0.075 M (2.76 g en ½ l ) pre-

escalfada a 37º, deixant-se actuar durant 15 min al bany a 37ºC 

4- Es centrifuga a 1500 RPM durant 5 min 

5- Es treu el sobrenedant i es resuspen el botó cel·lular amb l’agitador alhora que es va 

afegit Carnoy (Metanol:acètic 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 botó (repetir 2 cops) 

8- Quan el botó està net s’afegeixen unes gotes de Carnoy fresc fins a la concentració 

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 l’estufa a 60ºC o a temperatura 

ambient (Si és tot el cap de setmana) 

Protocol de Bandes G 

1- Preparem tinció de bandes G (Buffer:Wright 3:1) (Buffer Wright: 4.53 g.de KH2PO4 i 

5.93 g.deNaHPO4 enrasat a 1l/ Tinció Wright: 2.5 g de Wright diluïts en 1l de metanol)  

2- Posem 4 ml de la preparació sobre cadascun dels portaobjectes intentant cobrir tota la 

superfície d’aquest i deixem tenyir entre 1 i 2 min (variable). 

3- Treiem el colorant decantant el portaobjectes i aclarem sota un raig d’H2O per les 

dues bandes i sequem amb paper de filtre 

4- Es comprova que la preparació 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 (Àcid Acètic/ 

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

Protocol de FISH 

1-Es col·loquen el portaobjectes durant 30 min en 2X SSC a 37º 

2- Es passa el portaobjectes a la bateria d’alcohols del 70, 85 i 100% durant 1 min 

3-Sequem el portaobjectes a la placa 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                          Material i mètodes 
 

 77

4- Passem 5 min en solució desnaturalitzant a 72º 

5- Posem el portaobjectes 1 min en alcohols de 70, 85 i 100% freds 

6-Sequem portaobjectes 

7-Escalfem 10 μl de sonda 5 min a 72 ºC (De forma estàndard: 1 µl de sonda, 7 µl de 

buffer d’hibridació i 2 µl d’ H2O nuclease-free). 

8-Apliquem la sonda sobre el portaobjectes, cobreobjectes, segellem i a la cambra 

humida 24h a 37ºC. 

9-Passades 24 h realitzem els rentats post-hibridació (2 min en 2X SSC T.A i 2 min en 

0.4X SSC a 70ºC) (Veure la preparació dels reactius al protocol CGH). 

Protocol de M-FISH 

1- Posem el portaobjectes amb les extensions metafàsique 30 min en 2x SSC a 37ºC 

2- 5 min en Pepsina 69.3ml d’H2O+ 0.7 ml d’HCl en 35µl 

 (0,1 g de Pepsina o Proteinasa K +1ml d’H2O- aliqüotes de 35 µl a -20ª) 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’H2O + 3.5ml MgCl2 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’H2O; volum total 

200ml) 

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

6- Sequem el portaobjectes a la placa 

7- 5 min en solució desnaturalitzant  

8- Posem 10 μl de sonda a escalfar a 70 ºC 

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

10- Sequem el portaobjectes a la placa 

11- Posem la gota de sonda on hi hagi metafases (regió marcada prèviament) posem el 

cobreobjectes (24x24mm) i segellem amb cola al voltant per evitar evaporació 

12- Col·loquem el portaobjectes dins d’una capsa (cambra humida) a 37ºC durant 24 h 

13- Passades 24 h realitzem els rentats post-hibridació (2 min en 2XSSC RT i 2 min en 

0.4XSSC a 70ºC) (Veure la preparació dels reactius al protocol CGH) 

Protocol de CGH array  

Dia 1: Marcatge 
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1- Marcatge de 300ng/μl Dna amb Cy3 els tumors (verd) Cy5 els controls 

(vermell) amb Random primer.  

2- Incubació a 37ºC ON 

Dia 2: Purificació 

1- Parar la reacció amb Stop Buffer 

2- Purificar utilitzant Spin-Columns (Pharmacia Amersham) 

3- Comprovar que el marcatge a sortit bé mitjançant l'espectre o bé corrent els productes 

en un gel d’agarosa. 

Precipitació 

1- Ajuntar tumor i normal i precipitació 

2- Preparar un segon tub (tub 2) per evitar la hibridació inespecífica, que conté Cot i 

esperma de Salmó i també el precipitar 

3- Precipitació ON -20ºC o 1 h a –80ºC 

4- Preparar els buffer de pre-Hibridació i d’hibridació i posar a escalfar 

5- Resusprendre els pellets en buffer d’hibridació Fer la pre-hibridació afegint el 

contingut del tub 2 al portaobjectes prèviament preparat per la hibridació (marcs per 

aguantar el volum de la hibridació) 

6- Col·locar el portaobjectes en una cambra amb solució de pre-hibridació  

7- Treure la pre-hibridació tub 2  

8- Posem la hibridació afegint el contingut del tub 1 

9- Col·locar el portaobjectes en una nova cambra amb solució d’hibridació i posar a 

l’estufa a 37ºC durant 48 h 

 

Dia 3: Rentats post-hibridació 

1- Rentat 10 min en rotació 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 l’scanner AXON 4000B 

Pautes: 

- Els ratios de fluorescència són calculats després de l’eliminació del background 

mitjançant el software GenePix Pro 4.1 
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- Els spots són descartats sempre que la intensitat sigui més baixa que el doble de la 

intensitat mitjana dels clons de Drosophila Melanogaster50 

- Els ratios són calculats i normalitzats utilitzant el valor mitjà dels clons dels 

cromosomes autosòmics.  

- Les intensitats dels triplicats són comparades amb la intensitat mitjana del triplicat i 

descartats en cas que variïn un 10% de la mitjana. 

- Els ratio final és la mitja dels ratios dels replicats sempre i quan hi hagi com a mínim 2 

replicats no descartats. 

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

(valors en log2). 

Protocol PCR quantitativa  

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 automàtiques, puntes cotó 

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

Reactiu ALB (µl) TP53 (µl) 

MMIX 12.5 12.5 

primer F (10 µm) 2.25 0.5 

primer R (10 µm) 0.125 0.5 

TaqMan Probe 0.5 0.5 

H2O 7.62 9 

 

Mix en cada pouet per sondes assay by design 

Reactiu B2M/ATM 

MMIX 10 

ASSAY 1 

H2O 7 

 

3- Repartir MIX, 23/ 28 µl per pouet. 
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4- 2 µL DNA (a 10 ng/µl) 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 fluorescència a través del tap 

6- Col·locar placa al suport de 7700 Quantative PCR 

7- Obrir làser 

8- Obrir software Sequence Detector 

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

defecte) 

10-  Thermal Cycle conditions: 25/28 µl 

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 Composició Tècnica Casa comercial Referència 

 Nick translation kit 

10X Nick translation 
Buffer,dTTP, dCTP, 

dATP,dGTP 
Nuclease free water, 

Nick translation 
enzyme 

CGH 
CGH Nick translation 

Kit -Vysis 
Cat.53232-801300 

DAPI II counterstain 
4',6-Diamidino-2-

fenilindol 
diclorhidrat 

CGH Vysis Cat. 53232-804831 

DAPI III counterstain 4',6-Diamidino-2-
fenilindoldiclorhidrat CGH Vysis Cat.32-804932 

CGH Target Slides- 5 
Slides  CGH Vysis Cat. 53232-806010 

Spectrum Green d-
UTP  CGH Vysis Cat.53230-803200 

Spectrum Red d-UTP  CGH Vysis Cat.53230-803400 

Formamida CH3NO/HCONH2 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 
cel·lular Cambrex ref. 12-702F 

Medi Chang  Cultiu 
cel·lular Irvine Scientific 91004 

TPA 
12-O-

tetradecanoilforbol-
13-acetat 

Cultiu 
cel·lular Sigma P8139 

Colcemid  Parada divisió 
cel·lular Gibco 15210-040 

W300 Wright stain Blau Eosin Metilè  Tinció bandes 
G Sigma 2735415 

t(11;14) dual color  FISH Vysis  
32-231031 

LSI ATM /CEP11  FISH Qbiogene (Durviz) PONC1111 

LSI CCND1  FISH Vysis 30-191039 

WCP Y  FISH Vysis 32-122024 
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WCP 19  FISH Vysis 32-120019 
CEP 8 Spectrum 

Orange  FISH Vysis 30-160008 

Kit d’extracció de 
DNA DNA mini kit  Extracció de 

DNA Qiagen Ref. 51304 

Sonda ATM- Assay by 
design  RQ-PCR Applied Biosystems Disseny propi  

Sonda B2M-Assay by 
design  RQ-PCR Applied Biosystems Disseny propi 

Sonda TP53 FAM  RQ-PCR Sigma Genosys Disseny propi 

Primer Forward –TP53  RQ-PCR Sigma Genosys Disseny propi 

Primer Reverse-TP53  RQ-PCR Sigma Genosys Disseny propi 

Sonda ALB FAM  RQ-PCR Sigma Genosys Disseny propi 

Primer Forward –ALB  RQ-PCR Sigma Genosys Disseny propi 

Primer Reverse-ALB  RQ-PCR Sigma Genosys Disseny propi 

Primer Reverse ALB  RQ-PCR Sigma Genosys Disseny propi 

Microamp AB  RQ-PCR Applied Byosystems 4306737 

Optical Caps  RQ-PCR Applied Byosystems 4323032 

Bioprime Labelling kit 

Random primers, 
dNTPs,Cy3dUTP, 
Cy5dUTP, Klenow 

enzyme 

CGH arrays Invitrogen 18095-011 

Micro-spin G50 
columns  CGH arrays Pharmacia Amersham 275330-01 

Human Cot 1 DNA   CGH arrays Invitrogen 15279-011 

Salmon testes DNA  CGH arrays Sigma D-9156 

Yeast tRNA  CGH arrays Invitrogen 15401-011 

Humidity chambers  CGH arrays CAMLAB RTP/7870 
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Aparells 

 

Taula 8. Taula d’aparells utilitzats 

Nom de l’aparell Marca Utilitat 

Bany fred Selecta CGH 

Centrífuga 5402 Eppendorf CGH 

Estufa 37ºC Memmert Hibridació- CGH, M-FISH, 
FISH 

Bany humit Selecta Parar reacció de CGH, escalfar 
Formamida i solucions de rentat 

Agitador Rotabit Selecta Per resuspendre DNA co-
precipitat en solució A ( CGH) 

7700 Quantative PCR Applied Biosystems RQ-PCR 

Sistema Milli-Q  Millipore Obtenció d’aigua desionitzada 

ND-1000 espectyrophotometer Nanodrop Quantificació de DNA 

Bany sec Selecta Procés de purificació DNA 
(RNAse) 

Campana de flux cultiu Magnehelic Cultius cel·lulars 

ISIS digital image analysis 
system 5.0  Metasystem Software per a la captura de M-

FISH, FISH 

Cytovision Ultra station 3.6 Applied Imaging  Software per a la captura de 
Cytovision 

AXONGenePix 4000B scanner Axon Escàner per a la l’escanejat de 
CGH-arrays 

GenePix Pro 4.1 Axon Software per a l’escanejat 
d’CGH-arrays 

Microscopi de fluorescència Leica Captura de CGH 

Microscopi de fluorescència Olympus Captura de FISH i M-FISH 

Campana de flux Euroaire Realització de PCR Quantitativa 
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Objectiu general: 

L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral és estudiar les alteracions secundàries, tant 

numèriques com estructurals, que presenten els limfomes de cèl·lules del mantell 

(MCL) així com estudiar l’influència d’aquestes alteracions en l’expressió dels gens 

situats en les regions alterades i en la supervivència dels pacients que les presenten.  

Objectius concrets: 

1. Estudiar alteracions cromosòmiques en els MCL  

- Determinar les alteracions secundàries nivell numèric mitjançant tècniques com 

mCGH i CGH array. 

- Determinar les alteracions estructurals en MCL utilitzant M-FISH i FISH i 

determinar l’existència de possibles translocacions recurrents, a més a més de la 

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

- Identificar, mitjançant l’estudi citogenètic-molecular, els punts de trencament 

recurrents en MCL els quals poden contenir gens relevants que poden tenir un 

paper important en la patogènesi dels MCLs o poden estar associats a punts 

fràgils. 

- Determinar la influència d’aquestes alteracions secundàries en l’expressió dels 

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

i pèrdues recurrents en MCL. 

- Determinar la importància a nivell pronòstic d’aquestes alteracions genètiques 

2. Caracterització de línies cel·lulars de MCL que serveixen com a models 

experimentals  

- Estudi de les alteracions secundàries i punts de trencament de les línies cel·lulars 

derivades de MCL  

- Determinar els patrons de inestabilitat i l’heterogeneïtat a nivell cromosòmic de les 

línies cel·lulars derivades de MCL. 

3. Estudi d’alteracions secundàries de MCL amb leucemització 

- Elucidar si existeixen diferències en el patró d’alteracions cromosòmiques en 

funció de si els pacients amb MCL presenten o no leucemització.
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TREBALL Nº1 

Alteracions genòmiques i patrons de variabilitat en el cariotip 
en línies cel·lulars de Limfoma de Cèl·lules del Mantell 

(Leukemia Research 30:923-924, 2006) 
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Alteracions genòmiques i patrons de variabilitat en el cariotip en línies cel·lulars 

de Limfoma de Cèl·lules del Mantell 

Els limfomes de cèl·lules del mantell estan genèticament caracteritzats per 

translocacions del locus 11q13 que conté el gen CCND1. Hem caracteritzat 5 línies 

cel·lulars de mantell, JVM-2, GRANTA-519, REC-1, JEKO-1 i NCEB-1 combinant les 

tècniques de CGH sobre metafase, CGH arrays i anàlisis moleculars. Els nostres 

resultats revelaven guanys comuns de les regions: 2p14, 9q31.2-qter, 11q13.1-q21, 

13q14-q21.2, 13q34-qter i 18q21.1-q22.1, i pèrdues 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 línies cel·lulars 

excepte JVM-2 presentaven un grau moderat o elevat d’inestabilitat cromosòmica de 

tipus numèric. A més, REC-1 mostrava una generació de reorganitzacions 

cromosòmiques continua que provoca l’aparició d’alteracions cromosòmiques no 

clonals, la majoria de les quals no es fixen en el cariotip.. De forma sorprenent NCEB-1 

presentava diversos cromosomes de ratolí en el seu cariotip i mostrava expressió tant de 

la proteïna BCL-2 humana com de la murina. Els nostres descobriments indiquen que 

aquestes línies cel·lulars presenten tres patrons diferents d’evolució cromosòmica en els 

MCL que poden ser útils per comprendre la patogènesi d’aquesta neoplàsia. 
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TREBALL Nº2 

Les alteracions secundàries específiques en Limfoma de 
Cèl·lules del Mantell proporcionen informació pronòstica 

independent de la signatura de proliferació calculada a partir 
de l’expressió. 

(Journal of Clinical Oncology 25:1216-1222, 2007) 
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Les alteracions secundàries específiques en Limfoma de Cèl·lules del Mantell 

proporcionen informació pronòstica independent de la signatura de proliferació 

calculada a partir de l’expressió 

 

Utilitzant Hibridació genòmica comparada (CGH) hem investigat les alteracions 

genètiques de 71 pacients amb MCL CCND1- positius i 6 pacients de Limfoma de 

cèl·lules del mantell CCND1- negatius prèviament caracteritzats mitjançant el seu perfil 

d’expressió. Les alteracions més freqüents en MCL sense expressió de CCND1 foren 

els guanys de 3q, 8q i 15q. i les pèrdues de 1p, 8p23-pter, 9p21-pter, 11q21-q23 i 13q, 

que també van ser les alteracions més freqüents en els MCL convencionals, donant pes 

a la idea de que aquests dos tipus de MCL pertanyen a la mateixa entitat biològica. 

L’estudi paral·lel dels resultats de CGH i de les dades d’expressió va demostrar que les 

alteracions cromosòmiques tenen un impacte significatiu en l’expressió dels gens 

localitzats en les regions alterades, sent alguns d’aquests gens relacionats amb 

proliferació i reparació de dany de DNA. 

 L’anàlisi de factors pronòstic va mostrar que la signatura de proliferació, el nombre 

d’alteracions cromosòmiques, els guanys de 3q, les pèrdues de 8p, 9p i 9q tenien un 

valor predictiu en la supervivència dels pacients. Un anàlisi multivariat va mostrar que 

la proliferació és el predictor més fort de curta supervivència però que els guanys de 3q 

i les pèrdues de 9q proporcionen una informació pronòstica que és independent de 

proliferació, augmentant el seu valor predictiu. 

En conclusió els MCL CCND1-positius i els CCND1-negatius comparteixen les 

mateixes alteracions secundàries donant suport a la idea que corresponen a la mateixa 

entitat biològica. La integració de la signatura de proliferació i la informació genètica de 

les regions 3q i 9q augmenta la habilitat de predir la supervivència en els pacients amb 

MCL. 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 103 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 104
 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 105
 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 106
 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 107
 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 108
 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 109
 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 110

 

 

TREBALL Nº3  

La leucemització és un procés comú en el Limfoma de 

Cèl·lules del Mantell 

(Cancer 109:2473-80, 2007) 
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 La leucemització és un procés freqüent en el Limfoma de Cèl·lules del Mantell 

La incidència d’afectació en sang perifèrica en els pacients amb Limfoma de cèl·lules 

del Mantell (MCL) està entre en 13% i un 77% en les diferents series. El propòsit 

d’aquest estudi és analitzar la prevalència, la significació biològica i clínica d’aquesta 

afectació en pacients amb MCL.  

L’expressió leucèmica es va analitzar mitjançant morfologia convencional i FC en 48 

pacients diagnosticats amb MCL. A més es van estudiar 27 d’aquests pacients 

mitjançant Hibridació Genòmica Comparada (CGH). Al diagnòstic, 44 pacients (92%) 

presentaven evidència de leucemització per citometria de flux (FC) , incloent 8 casos 

(17%) en els que morfològicament no hi havia evidència. A més al recompte de 

limfòcits es va observar ≥5 X 109/L en 25 casos (52%). Les alteracions més freqüents 

detectades per CGH van ser guanys de 3q, 7p, 8q, 9q, 12q i 13q i pèrdues de 13q, 1p, 

9p, 11q, 10p, 17p, 6q, 8p i 9q. Utilitzant un cut-off de 5 X109/L limfòcits, els casos amb 

limfocitosi elevada presentaven més freqüentment guanys de 3q (p=0.02), pèrdues de 

10p (p=0.05), baixa taxa de resposta (p=0.04) i una curta supervivència (p=0.05). 

En resum l’expressió leucèmica detectada al diagnòstic mitjançant FC és altament 

freqüent a les sèries de pacients amb MCL. Malgrat que morfològicament l’expressió 

leucèmica no està associada amb alteracions cromosòmiques específiques detectades 

per CGH, nivells de limfòcits ≥ 5 X109/L es correlacionen amb alteracions específiques 

i pitjor pronòstic. 
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TREBALL Nº4 

La combinació d’anàlisi genètico-moleculars mostra nous punts 

recurrents en Limfoma de Cèl·lules del Mantell 

(En preparació) 
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 La combinació d’anàlisi genètico-moleculars mostra nous punts recurrents en 

Limfoma de Cèl·lules del Mantell  

El limfoma de cèl·lules del mantell (MCL) està caracteritzat per tranlocacions a 11q13 

que porten a la sobre-expressió de CCND1, malgrat tot s’ha postulat que existeixen 

alteracions secundàries addicionals que contenen gens diana que podrien tenir un 

important paper en la progressió de la malaltia. Per determinar les alteracions 

secundàries hem analitzat 25 mostres de MCL i 10 línies cel·lulars utilitzant multicolor 

fluorescence in situ hybridization (M-FISH), FISH i comparative genomic hybridization 

(CGH).Hem detectat la t(11;14)(q13;q32) en els 19 casos alterats; i també hem vist que 

el 83% dels casos mostrava alteracions numèriques i estructurals (58 i 73, 

respectivament). A banda dels cromosomes 11 i 14, els cromosomes més implicats en 

els reordenaments va ser els cromosomes 1, 8, i10. No vam trobar altres translocacions 

recurrents a banda de la t(11;14). Les 10 línies cel·lulars de MCL estudiades mostraven 

la t(11;14) i alteracions numèriques i estructurals en cariotips amb alta complexitat 

(excepte JVM-2). En total vam identificar 17 punts de trencament recurrents, sent 1p22 

i 8p11 els més implicats (en quatre casos i en dues línies cel·lulars cadascún). Els punts 

de trencament 1p32, 3q25, 4q11, 8p11, 8q11, 10p14, 11q23, i 15q22 han estat 

identificats com a punts de trencament associats a translocació per primer cop en MCL. 

Els cromosomes més implicats en reordenaments en línies cel·lulars van ser 1, 8, i 9. Un 

fet interessant és la troballa cinc tumors i 4 línies cel·lulars presentaven translocacions 

t(11;14) complexes implicant de forma preferent el cromosoma 8. En resum la 

combinació de tècniques de citogenètica molecular ha permès definir de forma més 

precisa el perfil I la naturalessa dels desequilibris genètics en la patogènesi 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 numèriques i estructurals, les quals s’originen en diferents punts de 

trencament donant lloc a diferents tranlocacions equilibrades i desequilibrades; l’estudi 

d’aquests punts de trencaments pot donar llum sobre els mecanismes genètics implicats 

a la patogènesi dels MCL. 
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ABSTRACT 

Mantle cell lymphoma (MCL) is characterized by 11q13 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;q32) 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 8p11 the most involved (in four cases and 2 cell lines each). Breakpoints 

1p32, 3q25, 4q11, 8p11, 8q11, 10p14, 11q23, and 15q22 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 Zamò, 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., 2006). 

 

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/2× SSC (10 ng/mL) for 30 min at 37°C, Pepsin/HCl (0.1–1 mg/mL) for 5 

minutes, formaldehyde-free acid (1%) for 2 minutes and in PBS/MgCl2 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 μl 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 × SSC at 70ºC 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;q32) 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 8 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 CCND1 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. 8.4±2.1; 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 (5.2±5.2 vs. 3.2±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, M16, 

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, 

8q24, 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, 3q25, 3q29, 4q11, 8p11, 8q11, 10p14, 11q13, 11q21, 11q23, 12p13, 

14q32, 15q22 and 19q11 (two cases each, except 11q21 and 11q23, found in three cases, 

1p22 and 8p11 found in four cases and 11q13 and 14q32 found in all cases) (Figure 2). 

As expected, 11q13 and 14q32 breakpoints were found in all cases due to the MCL-

hallmark t(11;14)(q13;q32). 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, 

3q25, 4q11, 8p11, 8q11, 10p14, 11q23, and 15q22 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 (FRA1D), 3q25 (FRA3D), and 15q22 (FRA15A). The two 

additional breakpoints detected only by CGH, 8q24 and in 12q21 are also associated with 

FRA8D 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), 8p11 and 8q11 (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;q32) 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 CCND1 transcript, six cell lines and six cases 

were analyzed for CCND1 transcript levels using RT-PCR. The total transcript levels of 

CCND1 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 CCND1) and 3’UTR region (possibly causing deletion of 3’ UTR at 

genomic level).  

In the primary cases studied by RT-PCR for CCND1 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. 
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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 8p11, 

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 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                        Resultats 
  

 136

recuurent translocations were detected, several recurrent breakpoints were identified, an 

interestingly some of them, 1p32, 3q25, 4q11, 8p11, 8q11, 10p14, 11q23, and 15q22 

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 CCND1 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 T PB (Cr) 46XY,del(6)(?)[2] ,t(2;13)(?;?)[2],t(11;14)(q13;q32)[2] [cp6] 

M2* T PB (Cr) 30,X,-X[6],-2[5],-6[5],-7[6],-8[7],-9[6],-10[5],-11[8],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] 

M3* T LN (Cr) 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] 

M4 T PB 46,XY,t(11;14)(q13;q32)[4][cp7] 

M5* B SP (Cr) 45X,-X[6],der(X)t(X;1)(q10;?)[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)(q21q23)[4],t(11;14)(q13;q32)[5],-13[4][cp12] 

M6 T PB (Cr) 47,XY,t(2;17)(p11;q13)[6],+3[6],t(8;11;14)(11qter→11q13::14q32::8p11→8qter; 

11pter→11q13::14q32→14qter;14pter→14q32::8p11→8pter)[6], 

der(17)t(7;17)(p15;p13)[6],-21[3][cp8] 

M7* B PB 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-) 

M8 T PB (Cr) 45,XX,t(2;13)(q13;q13)[3],-8[3],der(12)t(3;12)(q25;p13)[4], 

t(11;14)(q13;q32)[6],-20[2],-21[3],der(22)t(18;22)(?;p11)[2][cp10] 

M9 T PB (Cr) 42,XY,der(3)t(3;13)(q29;q11)[3],-

8[6],t(8;11;14)(11qter→q25::8p11→8qter;11pter→11q13::14q32→14qter;14pter→14q32::11q13

→11q25::8p11→8pter [3],-10[5],-11[5], 

der(16)(16pter→16q13::19?→19?::11?→11q25::8p11→8pter)[2],-21[7],-22[5][cp7] 

M10* T PB (Cr) 43,XY,der(10)t(8;10)(q21;q21)[2],t(11;14)(q13;q32)[2][cp6] 

M11 T PB 46,XY,del(6)(q25)[16],-8[16],t(11;14)(q13;q32)[16],+der(12)t(8;12)(q11;p13)[16][cp16] 

M12* T PB (Cr) 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)(?;?)[2],t(11;14)(q13;q32)[4],-13[4],-16[4],-17[3],-22[5][cp9] 

M13 B PB (Cr) 40,-X[4],-Y[12],del(1)(p22p31)[8],+der(4)t(4;17)(q11;q11)[8], 

der(8)t(10;8;1;8;1;5)(10pter→10p11::8p11→8q22::1? →1?::8q23→8q24::1? 

→1?::5?→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;q32)[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)[5][cp12] 

M14 T PB (Cr) 44,XY,del(7)(q21qter)[2],-10[4],der(10)t(3;10)(?;p14)[4], 

t(11;14)(q13;q32)[10],der(13)t(3;10;13)(10p14→10p11::13p11→13q22::3q25→3qter)[9], 

der(19)t(15;19)(q22;q11)[5][cp10] 
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* Cases with ATM gene deletion detected by RQ-PCR and/or FISH (LSI 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. 

 
 

M14-2 T PB (Cr) 45,XY,-10[3],der(10)t(3;10)(?;p14)[4],t(11;14)(q13;q32)[8], 

der(13)t(3;10;13)(10?→10?::13p11→13q22::3q25→3qter)[8],der(19)t(15;19)(q22;q11)[8][cp8] 

M15 B BM 46,XY,del(1)(p22p32)[14],dup(3)(q11qter)[14], 

der(15)t(15;21)(q10;q11)[2],t(2;11;14)(p21;q13;q32)[14][cp14] 

M16 B PB 46,XX,t(11;12;15)(q13;q23;q22)[10],t(11;14)(q13;q32)[8][cp16] 

M17* B BM 44,XY,t(1;1)(p22;p36)[4],-10[4],del(11)(q21q23)[4], der(11)t(11;14)(q13;q32)[4], 

-13[4],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-) 

M18 T PB 46,XX,t(11;14)(q13;q32)[2][cp11] 

M19* T BM 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],t(11;14)(q13;q32)[4],-12[2],-21[3],-22[3][cp25] 

ish del(11q22.3) (ATM-)  
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TABLE 2. Karyotypes of 5 MCL-derived cell lines determined by M-FISH, CGH and FISH 

Cell line        Karyotype 
HBL-2 

 

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;q11)[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] 

MAVER-1 38,XY,+der(X)del(X)(q?)[5],der(1)t(1;3)(p36;q22)[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::3?→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?)[7],der(21)t(13;21)(q22;p11)[7],-22[8][cp11] 

MINO 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;11pter→11q13::14q32→qter;14pter→14q32)[5], 

t(8;11;14)(8pter→q24::14q32→14q32::11q13→11qter;11pter→11q13::14q32→qter;14pter→14q32)x2[7], 

-9[6],der(11)t(11;14)(q24;q23)[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++) 

UPN-1 42,X,-Y[14],del(2)(q11)[7],del(2)(q11)x2[2],der(4)t(4;8)(q33;?)[11],-6[3],-8[14], 

der(8)t(X;Y;8)(q25;?;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)(q11;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)(2?→2?::8?→8?::21p11→21qter)[12], 

der(22)t(8;22)(q11;p13)[8][cp14] 

ish t(11;14)(q13;q32)( CCND1-; IGH+, CCND1+),+der (11)t(11;14)(q13;q32) (IGH+;CCND1+) 

ish der(19)t (11;19)(p13;?)(wcp 19+) 

Z-138 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/ 

cell line 

Mn/ 

Ploidy 

Mn 

variabilitya 

Non-clonal structural 

variabilityb 

M1 46/2n 33.33 0.33 

M2 30/n+ 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 

M11 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 

M16 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 

Z-138 43/2n- 83.33 0 

Mn: modal number;  
a Percentage of metaphases in which the chromosome number is 
different from the modal number; 
 b Number of non-clonal structural rearrangements per cell. 
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SUPPLEMENTARY TABLE 2. CCND1 expression in MCL cases and cell lines 

 

Sample 

Complex 

translocation 

CCND1 

Total expressiona

Expression of short 3'UTR 

deficient transcriptb 
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 13.3 0 

M5 No 1.5 3.0 

M6 Yes 2.5 1.7 

M8 No 2.8 0.9 

M9* Yes 4.7 0.85 

M10 No 1.1 5.0 

M15 Yes 0.5 4.8 
*Possible lack of expression of CCND1 due to complex translocation t(11;14)  

¶ deletion of the 3’ UTR and # no deletion of the 3’UTR (Slotta-Huspenina et al., 2007) 
a CCND1/TBP: relative total CCND1 expression levels   
b Short 3'UTR deficint transcritp leves relative to KMS 12 expression (KMS 12 cell line preferntially 
expresses CCND1 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 8p11 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;q32) (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;q32) 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.  
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Els resultats presentats en aquesta tesi permeten aprofundir en el coneixement de la 

genètica del limfoma de cèl·lules del mantell (MCL). En el primer i l’últim treball 

d’aquesta tesi la combinació de diferents tècniques citogenètiques com són la CGH, 

CGH array, M-FISH i FISH ha permès acurar en la descripció de les alteracions 

secundàries que caracteritzen tant aquest tipus de limfoma com de les línies cel·lulars 

derivades de MCL, delimitant les regions mínimes de guany i pèrdua i de trencament 

cromosòmic i així acurar les regions cromosòmiques que poden contenir TSGs i 

oncogens. Per altra banda la correlació entre les dades genètiques, les dades clíniques i 

les dades d’expressió han permès identificar alteracions genètiques amb valor pronòstic 

i veure quins gens presenten alteracions en l’expressió en funció dels guanys o pèrdues 

de la regió on està localitzat. 

 

Les anomalies cromosòmiques en neoplàsies hematològiques són una font important per 

a la identificació de gens que tenen un paper crític en càncer, per tant les línies cel·lulars 

són una font molt valuosa per aquest tipus d’investigacions. És per això que en el 

primer treball d’aquesta tesi hem caracteritzat citogenètica i molecularment cinc línies 

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 pèrdues detectats per CGH, mentre que el M-FISH va permetre la 

identificació dels cromosomes marcadors no identificats mitjançant CC. Les alteracions 

cromosòmiques observades en aquestes cinc línies cel·lulars estan en concordància 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 2p14, 

13q14-q21.2 i 13q14.34, i pèrdues a 17q21.2–q22.2 estan restringits a aquestes línies 

cel·lulars i no s’havien detectat en sèries prèvies de MCL mitjançant CGH o CGH 

array. S’han identificat nous punts de trencament localitzats a 1p31.1, 9q22, 13q13, 

15q21-q22, 17q11 i 17q21.2 i regions mínimes no prèviament identificades, com els 

guanys de 13q34-qter i les pèrdues de 11q23.3-qter i 17q21.2-q22.2. També s’han 

identificat punts de trencament implicats en translocacions equilibrades a 1q32, 4p16, 

5p11, 5p14, 6q25, 9p23, 9q34, 10p11 i Xq22, mitjançant M-FISH. La majoria de 

discontinuïtats detectades per CGH array es van confirmar mitjançant M-FISH, excepte 

les localitzades a 8q23.2, 8q24.22, 8q24.3, 11p13, 11p15.5, 11q21, 11q23.3, 12p12, 
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12q12, 13q13.3, 13q22, 13q33, 17q21.2, 17q22, 17q23.2, 18q22.1, probablement 

generades per petites duplicacions i delecions intersticials no detectables per M-FISH. 

També hem identificat una sèrie de patrons de variabilitat in vitro en funció de les 

alteracions cromosòmiques, com ja s’ha descrit en diversos tumors sòlids.(Albertson et 

al., 2003) Per una banda, la línia cel·lular JVM-2 presenta un cariotip estable; 

GRANTA-519, NCEB-1 i JEKO-1 presenten en canvi, certa inestabilitat numèrica però 

no mostren un nombre elevat d’alteracions estructurals. GRANTA-519 presenta 

heterogeneïtat numèrica amb prevalència d’un sol clon, mentre que NCEB-1 i JEKO-1 

mostren cariotips propers a la tetraploidia i a la triploidia, respectivament. Les cèl·lules 

cancerígenes tenen diferents maneres d’esdevenir tetraploides ja sigui per un arrest 

mitòtic, per una citocinesi anòmala, per defectes del fus mitòtic, o bé per fenòmens 

d’endoreduplicació, sent les metafases endoreduplicades aquelles que presenten quatre 

cromàtides de cada cromosoma. Nosaltres considerem també, com una evidència d’un 

fenomen d’endoreduplicació, la presència de cromosomes marcadors duplicats i la 

manca d’un elevat grau d’aneuploidia. Aquestes característiques s’observen en aquestes 

dues línies cel·lulars, NCEB-1 i JEKO-1, suggerint que l’endoreduplicació 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 numèriques com estructurals. L’elevat grau d’alteracions no-clonals és 

la raó per la qual aquesta línia es considera que té un eleva grau d’heterogeneïtat 

estructural.  

La freqüent inactivació dels gens P16INK4a 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 

majoritàriament en tumors amb P16INK4a no alterat.(Pinyol et al., 2000;Gronbaek et al., 

2000) En l’estudi amb línies cel·lulars de MCL hem vist que aquestes mostren un patró 

d’inactivació d’aquests gens alternatiu, donat que les mutacions de TP53 es troben a les 

línies JEKO-1 i NCEB-1 les quals no tenen alteracions del locus P16INK4a; mentre que 

les línies GRANTA-519 i REC-1, presenten delecions homozigotes de P16INK4a i el gen 

TP53 sense alteracions. És interessant el fet d’haver trobat dues línies cel·lulars que 

presenten alteracions de TP53 i alhora presenten alteracions de la seva ploidia donat que 

això 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 curiós a la línia 

cel·lular NCEB-1. Hem trobat cromosomes de ratolí, els quals provablement provenen 

de la fusió de les cèl·lules de la línia amb els fibroblasts de ratolí que es van utilitzar per 

aconseguir la proliferació cel·lular in vitro, en el moment de l’establiment de la línia 

donat que s’ha observat la seva presència en estocs independents que apunten a un 

origen comú de la contaminació en el seu laboratori d’origen(Drexler & MacLeod, 

2006) El manteniment d’aquests cromosomes murins en tots els estocs de la línia des de 

el seu establiment fins a l’actualitat, suggereix que aquesta línia cel·lular tolera aquesta 

situació genòmica de inestabilitat i que possiblement, aquests cromosomes poden haver 

facilitat la seva immortalització. 

 

Un cop realitzada aquesta caracterització de línies cel·lulars de MCL i donat que el 

nostre grup de recerca està dins del consorci internacional Leukemia/Lymphoma 

Molecular Profiling Project (LLMPP) vam pensar de realitzar un estudi d’una sèrie 

llarga de MCL de casos que provenen de diferents institucions del consorci, no 

prèviament analitzats en cap sèrie anterior del nostre grup.  

D’aquesta sèrie que constava de 77 casos no només teníem les dades clíniques sinó que 

havien estat ja caracteritzats segons el seu perfil d’expressió mitjançant la plataforma 

Lymphochip. Aquest estudi d’expressió anterior havia ja identificat la presència de sis 

casos que malgrat presentar les mateixes característiques clíniques, morfològiques i 

fenotípiques i el mateix perfil d’expressió que els MCL convencionals, no expressaven 

CCND1(Rosenwald et al., 2003b;Fu et al., 2005) Aquests sis casos han estat anomenats 

MCL CCND1-negatius i sembla ser que presenten sobre-expressió de CCND2 i 

CCND3 suggerint que aquesta sobre-expressió podria ser un mecanisme alternatiu en 

MCL. Per tant la nostra sèrie constava de 71 casos CCND1-positius i 6 negatius. 

Nosaltres en realitzar la caracterització citogenètica d’aquests casos mitjançant CGH, 

hem demostrat que aquests dos subgrups comparteixen també les mateixes alteracions 

secundàries essent les alteracions secundàries recurrents dels CCND1-negatius els 

guanys de 3q, 8q i 15q i les pèrdues de 1p, 8p23-pter, 9p21-pter, 11q21-q23 i 13q, que 

són les mateixes que s’observen de forma recurrent en els MCL convencionals. 

Aquestes troballes recolzen la idea que pertanyen a la mateixa entitat biològica 

compartint patrons d’evolució similars. 

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

mateix teixit, ens ha permès estudiar la relació entre les alteracions genòmiques i 
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l’expressió de gens localitzats en regions alterades específiques 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·laboració 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, 9q21-q32, 11q21-q23, i 13q32-q33 entre les que es troben algunes regions 

relacionades amb la proliferació o amb la supervivència dels pacients. En concordança 

amb el nostre estudi previ en DLCBL, entre un 27% i un 62% dels gens localitzats en 

aquestes regions cromosòmiques mostraven significativament canvis de l’expressió en 

els casos que presentaven alteració de la regió. Aquest fenomen pel qual no tots els gens 

d’una regió alterada varien la seva expressió davant d’una alteració, està en 

concordança amb altres treballs que s’han realitzat en tumors sòlids. Una possible 

explicació seria el fet que només una petita part dels gens que formen el genoma són 

expressats a la cèl·lula normal de la qual deriva la cèl·lula tumoral.(Hyman et al., 

2002;Pollack et al., 2002) També és possible que altres alteracions genètiques o una 

desregulació de gens reguladors clau pugui estar influenciant els nivells d’expressió 

d’alguns dels gens localitzats en aquestes regions de forma independent a les alteracions 

genètiques. 

Hem vist que alguns dels gens desregulats es troben involucrats en la proliferació 

cel·lular, com per exemple YEATS2, PICK3, ACTL6 (3q27), RFC4 (3q28) i CENTB2 

(3q29), reparació del dany al DNA i manteniment de l’estabilitat cromosòmica, com per 

exemple FANCC i XPA (9q22), RAD23 (9q32), ESCO2 (8p21), ATM (11q23), ERCC5 i 

LIG4 (13q33), o homeostasi cel·lular i apoptosi, com BIRC2 (11q22), SIAH2 (3q25), 

CASP1 i CASP4 (11q21), CLU i TNFRSF10D (8p21) i PAK2 (3q29).  

Tal i com ja s’ha comentat, les alteracions de 3q25-qter són una característica comú no 

només en MCL sinó també en el subgrup de ABC-DLBCL.(Bea et al., 2005) Tot i així, 

el conjunt de gens desregulats degut al guany o amplificació d’aquesta regió 

cromosòmica, és relativament diferent en els dos tipus de limfoma. Hem pogut avaluar 

30 gens en comú de la plataforma Lymphochip i els resultats indiquen que el guany 

d’aquesta regió implica una sobre-expressió de 45% i 36% dels gens en totes dues 

entitats, respectivament. És interessant el fet que malgrat les diferències existeixin set 

gens que es troben sobre-expressats en totes dues entitats (SIAH2, PDCD10, RFC4, 

OPA1, PPP1R2, PAK2 i KIAA0226) mentre que la sobre-expressió 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 específicament a MCL i ABC-DLBCL, 

respectivament. 

També l’anàlisi per microarrays d’aquests casos ha identificat recentment que la 

proliferació juga un paper molt important com indicador pronòstic integrant diferents 

fenòmens oncogènics que es donen en la progressió dels MCLs.(Rosenwald et al., 

2003b) També s’ha observat que la quantificació d’aquesta proliferació, mitjançant els 

nivells d’expressió de 20 gens implicats en proliferació, estratifica els pacients en funció 

de la seva supervivència, estant els casos poc proliferatius associats a bon pronòstic i els 

casos altament proliferatius associats a un curs clínic més agressiu. Per altra banda ja 

s’ha vist en estudis previs que els guanys de 3q, les pèrdues de 8p, 9p, 9q, 13q i 17p 

estan associats una evolució clínica més ràpida,(Bea et al., 1999;Kohlhammer et al., 

2004;Rubio-Moscardo et al., 2005) tot i que la relació d’aquestes alteracions amb la 

proliferació no està clara. En el nostre estudi, hem observat que els guanys de 3q27-qter, 

les pèrdues de 8p21-pter, 9p21-pter, i 9q21-q32 estan associades a un pitjor pronòstic, 

sent els guanys de 3q27-qter i 9q21-q32 alteracions associades a pitjor pronòstic 

independentment de la proliferació. L’observació de que les pèrdues de 9p21-pter no 

estiguin associades a pronòstic independentment de la proliferació, té sentit donada 

l’estreta associació de les pèrdues de P16INK4a amb elevats nivells de proliferació de les 

cèl·lules tumorals. A més, també hem pogut observar que les alteracions de 3q27-qter i 

9q21-q32 sembla que tinguin una influència en l’evolució 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 proliferació són baixos mentre que les alteracions 

de 9q semblen afectar a aquell grup de MCL que presenta nivells alts de proliferació.  

En conclusió, en aquest estudi en una sèrie llarga de MCL estudiats per CGH hem vist 

que existeixen alteracions genètiques que presenten un impacte en la supervivència del 

pacient de forma independent de l’activitat proliferativa del tumor, de manera que un 

model predictiu que combinés la quantificació de la proliferació i el perfil genètic 

podria millorar l’estimació del pronòstic del pacient. És per això que s’ha sol·licitant un 

patent de la combinació 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 títol, Methods for identifying, 

diagnosing, and predicting, survival of lymphomas.  
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Un cop estudiades les alteracions secundàries de MCL en aquesta sèrie llarga de MCL, 

en el tercer estudi d’aquesta tesi va hem analitzat una altra característica molt específica 

dels MCL, la leucemització. Per tal de dur a terme aquest treball, hem estudiat les 

característiques a nivell morfològic, immunofenotípic i el perfil genètic de 48 pacients 

de MCL en funció de la presència o absència d’afectació de la malaltia en sang 

perifèrica.  

L’afectació de sang perifèrica i moll d’os, és una característica ben definida en MCL, 

malgrat això, la seva incidència no ha estat del tot ben analitzada, és per això que 

presenta uns valors variables que van d’un 13% a un 77% dels pacients en funció de la 

sèrie analitzada. Molts d’aquests estudis però tenen certes mancances en el criteri 

morfològic i immunofenotípic.(Argatoff et al., 1997;Duggan et al., 1990) En el nostre 

estudi, hem observat mitjançant FC que l’afectació leucèmica és present en gairebé tots 

els pacients (92%), incloent pacients que a nivell morfològic no presentaven evidència 

de leucèmia. Les diferències entre el nostre estudi i un estudi anterior, en el qual el 

percentatge de casos amb leucemització només era del 26% poden ser degudes al baix 

percentatge de leucemització observat en moll d’os en aquest treball anterior (27%) 

donat que la seva presència estan estretament relacionades.(Gu et al., 2004) 

 A més de la translocació t(11;14)(q13;q32), s’han descrit moltes alteracions genètiques 

secundàries associades a MCL. En un estudi recent, s’ha proposat que les pèrdues de 8p 

es donen de forma més freqüent en casos amb afectació leucèmica (79% vs. 

11%).(Martinez-Climent et al., 2001) A més, s’ha observat en una sèrie petita, que la 

pèrdua de 8p és l’alteració addicional més freqüent a banda de la t(11;14).(Vizcarra et 

al., 2001) Cal dir però, que aquests casos presentaven limfocitosi sense afectació 

ganglionar al diagnòstic, malgrat el MCL és una malaltia fonamentalment ganglionar, 

per tant podria ser que no fossin MCL leucemitzats, sinó altres entitats amb la t(11;14). 

En l’estudi per CGH del nostre treball hem vist que les alteracions observades quadren 

amb estudis anteriors de CGH i que en contrast amb les troballes anteriors, les variants 

leucèmiques no presenten una freqüència tant elevada de pèrdues de 8p com l’observada 

en els altres treballs (només 4 pacients amb presentació a nivell morfològic i un pacient 

amb només expressió detectable per FC). Aquest fet posaria en dubte l’afirmació de que 

les pèrdues de 8p són un marcador de leucemització com s’havia dit anteriorment. 

Aquestes discrepàncies poden ser degudes als diferents criteris utilitzats a l’hora de 

seleccionar els casos, o bé per les diferents definicions d’afectació leucèmica. En el 

nostre estudi, el diagnòstic s’ha basat en l’evidència morfològica i molecular de MCL. a 
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diferència d’altres estudis en els quals s’han seleccionat els casos únicament en funció 

de la presència de t(11;14)(q13;q32), independentment del diagnòstic de MCL.. 

Per altra banda, no vam observar diferències a nivell d’alteracions genètiques entre els 

casos amb i sense afectació leucèmica a nivell morfològic, fet relativament lògic donat 

que la majoria de pacients presentaven afectació detectada per FC. Tot i així es va 

observar que els casos que presentaven nivells de limfòcits ≥ 5 x 109/L presentaven més 

freqüentment guanys de 3q i pèrdues de 10p, sent l’alteració de 3q, una de les 

alteracions més freqüents descrites en aquesta malaltia, i pitjor pronòstic.  

L’impacte pronòstic de l’expressió leucèmica en MCL és controvertit.(Argatoff et al., 

1997;Bosch et al., 1998;Wong et al., 1999) Alguns estudis han mostrat que la presència 

de limfocitosi al diagnòstic està associada amb un pitjor pronòstic,(Duggan et al., 

1990;Samaha et al., 1998) concretament quan el recompte de limfòcits és major de 10 × 

109/L.(Schlette et al., 2001;Pittaluga et al., 1996) Mentre que altres estudis no han trobat 

diferències a nivell de supervivència entre pacients amb i sense afectació leucèmica. 

(Cohen et al., 1998;Matutes et al., 2004) 

En el nostre estudi, la mitjana de supervivència de la sèrie global és d’uns 30 mesos i no 

s’observen diferències entre els pacients amb i sense evidència de leucemització a nivell 

morfològic. Els nivells de cèl·lules tumorals circulants detectades per FC o a nivell 

morfològic poden ser un indicador de la malaltia, més que no pas un indicador 

pronòstic. 

  

Després de l’estudi previ en línies cel·lulars de MCL mitjançant la combinació de M-

FISH i CGH en el qual vam caracteritzar cariotípicament aquestes línies cel·lulars i vam 

estudiar els seus patrons d’inestabilitat, vam pensar que seria bo reproduir l’estudi en 

tumors primaris donat que en segon treball d’aquesta tesi havíem caracteritzat 

mitjançant CGH una sèrie gran de MCL però no disposàvem informació a nivell de 

punts de trencament o dels reordenaments presents en aquesta malaltia. Com ja hem 

comentat, el M-FISH és una tècnica que facilita el cariotipat dels genomes tumorals i 

permet la identificació de reordenaments complexos, translocacions críptiques i 

cromosomes marcadors no detectats per citogenètica convencional i proporcionen una 

quantificació més precisa de la inestabilitat intermetafàsica. En aquest anàlisi hem 

inclòs 25 mostres de MCL i cinc línies cel·lulars no prèviament estudiades. (HBL-2, 

MAVER-1, MINO, UPN-1 i Z-138). Com es ben sabut el material necessari per a 
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l’anàlisi per M-FISH són cèl·lules en divisió. Davant la manca de material fresc, vam 

utilitzar material criopreservat de 16 de les 25 mostres estudiades.  

L’anàlisi ens ha mostrat que el 83% dels casos presenten cariotips alterats amb un elevat 

nombre d’alteracions estructurals, preferentment alteracions dels cromosomes 8, 10 i 1, 

i de 11 i 14 degut a la translocació t(11;14), i d’alteracions numèriques. Com era 

d’esperar pels nostres resultats anteriors, les línies 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 cromosòmiques 

que presenten punts de trencament recurrents implicats en els reordenaments. És 

interessant el fet que del conjunt de línies cel·lulars i tumors primaris, els cromosomes 

més alterats siguin 1 i 8 concretament les regions 1p22 i 8p11 (trobats en 4 casos i 2 

línies cel·lulars cadascun). Hem vist que les alteracions que impliquen 1p22 

preferentment estan associades a una pèrdua de material fet esperat donat que les 

alteracions de 1p21-p31 són de les més freqüents 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 és el primer estudi que s’ha realitzat en 

una sèrie llarga de MCL utilitzat M-FISH o SKY. Si comparem amb altres estudis 

realitzats en altres neoplàsies de cèl·lula B, la nostra sèries 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 mitjançant altres tècniques. (Salaverria et 

al., 2006) 

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, 4q11, 

8p11, 8q11, 10p14, 11q23, i 15q22 no s’havien descrit mai com a punts associats a 

alteració estructural. Aquesta informació és novedosa, donat que malgrat s’han descrit 

molts punts de trencament però aquests no sempre estan associats a alteracions 

estructurals, sinó que poden estar associades a amplificacions. En el primer estudi 

presentat en aquesta tesi, hem calculat la inestabilitat cromosòmica de 5 línies cel·lulars 

basant-nos en la variabilitat del nombre modal i la variabilitat en bases a les alteracions 

estructurals no-clonals. En aquest últim treball hem reproduït aquest estudi en la sèrie 

de tumors primaris i en les cinc línies addicionals i hem observat que els nivells 

d’inestabilitat són similars en la majoria dels tumors i en les línies cel·lulars, amb 
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l’excepció 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 línia cel·lular MINO presenta cromosomes de Y malgrat 

suposadament estava derivada d’un pacient de MCL de sexe femení.(Lai et al., 2002) 

L’explicació d’aquest fenomen pot ser la deleció del gen Sex-determing region Y (SRY) 

que codifica pel factor determinant de testicles (TDF), que s’encarrega d’iniciar la 

determinació sexual en homes.  

Per altra banda, ha estat descrit que els casos els casos MCL típics amb inactivació 

d’ATM presenten més nombres d’alteracions.(Camacho et al., 2002) En l’estudi actual 

amb casos totalment independents de MCL, el nombre d’alteracions (tant numèriques 

com estructurals) és més alt en els casos amb deleció d’ATM malgrat no presenta 

significació estadística. L’estudi actual és limitat donat que no hem estudiat les 

mutacions d’ATM, malgrat tot sembla que es manifesta l’associació entre la inactivació 

d’ATM i els cariotips complexos. 

Estudis recents han identificats translocacions t(11;14)(q13;q32) críptiques en MCL 

utilitzant la combinació de CC i FISH en 18 casos (Gazzo et al., 2005) i la combinació 

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 sèrie hem identificat un 

grup de cinc tumors primaris i quatre línies cel·lulars que presenten translocacions 

t(11;14) complexes. La utilització del M-FISH a permès identificar la translocació 

complexa t(11;14) en el cas M9 mentre que en el cas M6 i en les línies cel·lulars UPN-1 

i MINO, la translocació t(11;14) críptica només s’ha pogut detectar mitjançant la 

combinació de M-FISH i FISH. També és interessant el fet que dos casos i una línia 

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 evidències que demostren que els reordenaments entre cromosomes no són a 

l’atzar. En els nuclis interfàsics de cèl·lules de mamífers i pollastre, els cromosomes no 

es posicionen a l’atzar en el nucli si no que ho fan en funció de la seva densitat o la seva 

mida. S’ha suggerit per tant que la proximitat física afavoreix els intercanvis de material 

entre cromosomes pròxims (Sachs et al., 1997) En aquest sentit, s’ha observat que els 

cromosomes 11 i 8 es troben propers, no només en les rosetes mitòtiques sinó també en 

el nucli interfàsic.(Nagele et al., 1999) 
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La formulació d’aquestes translocacions complexes segueix diferents regles 

estàndards,(ISCN 1995, 1995) malgrat tot nosaltres pensem que la nomenclatura actual 

no pot descriure del tot aquestes alteracions específiques de MCL, de manera que es 

remarqui que l’alteració t(11;14) és un fenomen inicial i que aquestes alteracions 

complexes són fenòmens secundaris en el desenvolupament dels tumors. És per això 

que suggerim una nomenclatura específica 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 l’expressió del transcrit de CCND1 sense la regió 

3’UTR, pot ser causada pel truncament del gen de la CCND1 generat per una 

translocació a 3’, a més de la translocació a 5’ típica t(11;14)(q13;q32), com a mínim en 

una línia cel·lular i un tumor primari. D’aquesta manera suggerim que a més de la 

t(11;14), altres fenòmens al locus CCND1 poden ser la causa d’alteracions de 

l’estructura del RNA de CCND1 en MCL, de la mateixa manera que s’ha demostrat per 

les mutacions.(Wiestner et al., 2007) 

També està demostrat que els cariotips complexos estan associats a un curs clínic més 

agressiu en MCL.(Bea et al., 1999) En aquesta sèrie malgrat el nombre de casos és 

limitat, hem trobat correlació entre l’elevat nombre d’alteracions numèriques i no-

clonals i pitjor pronòstic. A més les pèrdues de 8p i 9p detectades per M-FISH i/o CGH 

estan també associades a un pitjor pronòstic malgrat la mida reduïda de la sèrie; 

aquestes regions ja han prèviament descrites com associades a pitjor pronòstic 

independentment de les sèries 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 genètiques i moleculars que 

es donen en MCL, ja siguin guanys, pèrdues, amplificacions o translocacions, poden 

integrar-se juntament amb els canvis en l’expressió i en l’evolució clínica del pacient 

per tal de crear un model patogenètic que pugui proporcionar la base per a una 

avaluació més precisa del tumor i una millora del tractament que se li doni al pacient.
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1. Les línies cel·lulars de MCL presenten cariotips complexos amb un elevat 

nombre d’alteracions numèriques i estructurals, presentant major inestabilitat 

que els tumors primaris, però certa semblança entre elles (excepte JVM-2). 

 

2. Els guanys de 3q27-qter i les pèrdues de 9q21-q32 en MCL estan associats a 

una pitjor supervivència del pacient de forma independent de l’activitat 

proliferativa del tumor. 

 

3. L’impacte de les alteracions de 3q27-qter afecta a la supervivència dels 

pacients amb baixa proliferació mentre que les pèrdues de 9q21-q32 semblen 

afectar al pronòstic en pacients amb un elevat índex proliferatiu. 

 

4. Un percentatge elevat dels gens localitzats en regions alterades en MCL varia 

la seva expressió en funció de l’alteració, molts d’ells implicats en la 

proliferació cel·lular, la reparació del dany al DNA i manteniment de 

l’estabilitat cromosòmica, l’homeostasi cel·lular o bé l’apoptosi. 

 

 

5. L’expressió leucèmica és un fenomen molt comú en MCL, fins i tot en pacients 

amb un contatge de limfòcits normal.  

 

6. Els casos amb un recompte de limfòcits ≥ 5 × 109/L estan associats a guanys de 

3q i pèrdues de 10p i a una pitjor supervivència dels pacients. 
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7.  La combinació de M-FISH, FISH, CGH i CGH array ofereix una aproximació 

més específica per tal de determinar l’elevat grau de translocacions complexes 

en MCL, delimitant regions freqüents de guany i pèrdua, i punts de trencament 

recurrents. 

 

8. Els MCLs estudiats per una combinació de diferents tècniques citogenetico-

moleculars, no presenten translocacions recurrents a banda de la translocació 

t(11;14)(q13;q32), malgrat tot presenten translocacions críptiques que 

impliquen els loci IGH i CCND1 i punts de trencament recurrent. 

 

9. Els MCL i les línies cel·lulars de MCL presenten de forma freqüent 

reordenaments que impliquen els cromosomes 1 i 8. Les alteracions que 

impliquen 1p22 preferentment estan associades a una pèrdua 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 

Verònica Fernandez V, Pedro Jares , Itziar Salaverria, Eva Giné, Silvia Beà , 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 p16INK4a homozygous deletion 

at diagnosis and progression, and three patients acquired a p53 mutation, gains of 5q21-

q23 and 11pter-p14, 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. 

Sílvia Beà, Lluís Colomo, Armando López-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-

p16. 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 3p11-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 II 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. 

Verònica Fernàndez, Pedro Jares, Sílvia Beà, Itziar Salaverria, Elisabet Guino, Sílvia 

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

Background and objectives: Tumor necrosis factor related apoptosis-inducing ligand 

(TRAIL) receptors DR4 and DR5 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 DR5 domains. 

Interpretation and conclusions: These findings indicate that mutations of DR4 and 

DR5 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 D1. 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 CD5. 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 Beà, 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. Müller-

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 Beà, 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 variant 

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, Verónica Fernández, Lluís Colomo, Elías 

Campo, Pedro Jares  

DNA licensing is a crucial process for chromosome replication control. Deregulation of 

the licensing factors Cdt1, 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, Cdt1 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 Cdt1 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 Cdct1, 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, Beà S, Salaverria I, López-Guillermo A, Puig X, Benavente Y, de Sanjosé 

S, Campo E, Hernández L. 

Aurora-A and hMPS1 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 (P31I) 

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 hMPS1 

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’aparició:  

                                                 
1  Fol·licle primari : Nòdul de teixit limfàtic ric en cèl·lules B. Quan són estimulats 

antigènicament reben el nom de fol·licles secundaris. 

2  Helper: Adjectiu anglès d’ús freqüent que s’utilitza per a designar el  limfòcit  T 

cooperador.  

3 Limfoadenopatia: Engruiximent anormal dels ganglis limfàtics. Pot acompanyar-se 

de dolor i augment de la consistència. 

4 Centròmer:  És la regió de constricció primària en els cromosomes humans; a ell 

s’uneixen proteïnes que s’uneixen al fus mitòtic durant la divisió cel·lular. 

5 Banda: Definim banda com una part del cromosoma que es distingeix clarament dels 

segments adjacents 

6 No-disjunció mitòtica: Fenomen de mala segregació dels cromosomes durant la 

mitosi. 

7  Splicing: Anglicisme utilitzat en genètica per a explicar la modicicació que pateixe el 

material genètic en eliminar-se el introns i unir-se el exons del pre mRNA. 

8 Recombinació mitòtica: és qualsevol procés que genera una cèl·lula diploide amb 

una combinació d’al·lels diferent de la que hi havia a la cèl·lula diploide parental. 

9 Placa metafàsica: Pla imaginari que forma un angle recte amb el fus mitòtic i és 

equidistant a tots dos pols. És el plà en el que es situen els cromosomes en la metafase.  

10 Checkpoint: anglicisme utilitzat per descriure els punts de control del cicle cel·lular. 

11 Dalton (Da): Unitat de massa atòmica. Com  les proteïnes acostumen a ser molècules 

llargues ens referim a elles en KDaltons. 

12 PSTAIRE: Seqüència altament conservada en CDKs amb estructura tridimensional 

en hèlix. Glu-Gly-Val-Pro-Ser-Thr-Ala-Ile-Arg-Glu-Ile-Ser-Leu-Leu-Lys-Glu 

13 Cyclin box: Anglicisme per anomenar a la regió d’homologia entre ciclines. 



Estudi de la inestabilitat genòmica en MCL                                                          Glossari 
 

 199

                                                                                                                                               
14 Angiogènesi: La angiogènesi és un procés fisiològic que consisteix en la formació de 

vasos sanguinis nous a partir de vasos pre-existents. 

15 Pocket protein: De l’anglès, proteïna butxaca, familia de proteïnes reguladores d’ 

E2F. 

16 Schizosaccharomyces pombe: és un fong unicel·lular que es divideix per fisió binària 

produïnt dues cèl·lules d’igual tamany. És  utilitzat com organisme model en estudis de 

cicle cel·lular. 

17 Downstream: Anglicisme utilitzat per a marcar l’ordre temporal dins dels processos 

moleculars i cel·lulars. Significa que es troba “per sota” dins la via en qüestió. 

18 Nombre modal (NM): Nombre de cromosomes més comú en una població de 

cèl·lules estudiades per citogenètica. El nombre modal en una cèl·lules no alterades és 

46. 

19 Alteració no-clonal: Alteració cromosòmica que es dóna únicament en una cèl·lula 

d’una població cel·lular. 

20 Microsatèl·lit: Són petites regions de DNA que contenen múltiples còpies de 

seqüències repetitives curtes i que s’utilitzen com a marcadors genètics.  

21 Hot spots: de l’anglès ” punt calent”. En biologia serveix per definir determinats 

punts del DNA amb certa susceptivilitat a partir algun tipus d’alteració de la seva 

estructura, ja siguin mutacions, delecions o reorganitzacions. 

22 Mitogen: Factor de transcripció que actua en el cicle cel·lular estimulant la seva 

divisió. 

23 Partner: Anglicisme utilitzat en genètica per a designar als dos gens que es troben 

implicats en una translocació equilibrada. 
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24 Gibó (Hylobates syndactilus): Nom donat als primats antropomorfs de la família dels 

pòngids, els més petits i baixos, amb braços llargs, quasi el doble les cames. Es tracta de 

l'únic antropoid capaç de caminar únicament amb les extremitats posteriors. 

25 Bacterial Artificial Chromosome (BAC): Vector utilitzat per clonar fragments de 

DNA. La mida del fragment insertat és troba entre 100- a 300kb. 

26 Polimerase chain reaction: La reacció en cadena de la polimerasa, coneguda com a 

PCR és una tècnica molecular descrita al 1986 per Kary Mullis que té com a objectiu 

obtindre un gran nombre de còpies d’un fragment de DNA partint d’un material mínim 

(1 còpia). 

27 Receptor antigènic de cèl·lula T (TCR): Les cèl·lules T expressen un receptor 

antigènic clonal antígen-específic. El TCR està format per 2 cadenes polipeptídiques 

aparellades que presenten porcions variables i invariables amb dominis 

immunoglobulina-“like” i monovalents. 

28 Centroblast-like: Terme anglès per definir cèl·lules amb aparença semblant a un 

centroblast. 

29 Centròcit: Limfòcit de petites dimensions que no prolifera, derivat del centroblast i 

localitzat a la zona clara del centre germinal. 

30 Centroblast: Limfòcit B de grans dimensions localitzat a la zona fosca del centre 

germinal durant la resposta immunitària.  

31 Immunoblast: Limfòcit B activat antigènicament. 

32 Estadi de l’extensió tumoral: Els tumors són classificats en diferents estadis en 

funció de l’extensió tumoral que presenten. La gradació és del I al IV. 

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

límits normals. 
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34 Cluster: Terme anglès utilitzat en molts camps per a definir a un grup. En biologia 

s’utilitza de forma comú per designar grups de gens que es  transcriuen a la vegada i que 

poden estar funcionalment relacionats. 

35 Codó stop: Un codo stop és una combinació de tres bases que codifica per un 

aminoàcid que para la fase d’elongació d’una proteïna. Els codons stop poden ser  TGA, 

TAG, i TAA. 

 
36 Seqüència PEST: Regió rica en aminoàcids prolina (P), acid glutàmic (E), serina (S) 

i Treonina (T) que està associada a una ràpida degradació de les proteïnes. 

37  Index mitòtic: Nombre de mitosi observades  a gran resolució en l’examinació 

microscòpica del tumor. 

38Burkitt Lymphoma-like: Terme per a definir a casos de limfoma amb unes 

característiques molt similars al BL però amb morfologia nuclear diferent. En 

l’actualitat reben també el nom de BL atípic. 

39 Pro-limfòcit: És un limfoblast que ha entrat en contacte amb l’antígen, és considerat 

el precursor inmediat del limfòcit. 

40 Class switching: Mecanisme biològic que fa que un anticós canviï d’una classe a una 

altre, per exemple de l’isotip IgM a l’isotip IgG.  

41 MicroRNAs: Els microRNAs són una sèrie de petits RNAs no codificants que 

regulen post-trancripcionalment una sèrie de transcrits diana. S’han descrit canvis de la 

seva expressió relacionades amb alteracions genètiques o epigenètiques, tenint aquests 

canvis d’expressió possibles papers en el desenvolupament del càncer. 

42 Non sense mediated decay pathway: Mecanisme de supervivència de la cèl·lula 

eucariota que asegura una ràpida degradació dels transcripts de mRNA que contenen 

codons de stop prematurs. 
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43 Família Polycomb: Familia de proteïnes que actua associant-se a la cromatina i 

alterant la seva estructura per tal de promoure l’expressió de genes homeòtics. 

44 Domini PIK3: Domini catalític de la familia de proteïnes fosfatidilinositol-3 quinases 

el qual presenta gran similitud al domini de les quinases de fosfolípids. 

45 Nick translation: Es una tècnica de marcatge molecular en la qual s’utilitza la DNA 

polimerasa I per substituir alguns del nucleòtids del DNA pels seus anàlegs marcats, 

creant d’aquesta manera una seqüència de DNA que pot ser utilitzada com una sonda de 

marcatge de FISH entre d’altres aplicacions com per exemple la CGH. 

46 Vortex: Anglicisme utilitzat de forma comú per definir una rotació en espiral d’un 

líquid en trajectòries de corrent tancades.  

47 Spin: Anglicisme utilitzat per a definir una centrifugació curta de menys d’un minut. 

48 Smear: Patró continu que ofereix un àcid nucleic en còrrer per un gel d’electroforesi 

quan està parcialment fragmentat o degradat. 

49Aigua Milli-Q: Aigua desionitzada que ha estat purificada en un sistema Milli-Q 

disponible per Millipore Corporation.  

50 Drosophila melanogaster: Anomenada comunment mosca de la fruita és utilitzada de 

forma freqüent a l’investigació genètica donat que aproximadament un 61 % dels gens 

humans que es coneixen tenen la seva contrapartida identificable al codi genètic de D. 

melanogaster. 

 

 

 

 


