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RESUMEN

Durante el desarolio y diferenciacién de los linfocitos, los genes que codifican
para receptoras de antigeno son rearregiados de varios segmentos en linea germinal.
En los linfomas estos eventos son caracteristicos para cada clona y pueden ser
analizades mediante el uso de sondas moleculares de Ig y RcT, estableciendo su origen
y estado de diferenciacion. De esta manera fuaron analizados molecularmente 64
tinfomas. Trainta y cuatro fueron finfomas B, en donde nueve representan linfomas
inmaduros pre-B y veinticinco son linfomas B maduros. Rearreglos para el RcT fueron
detectados en 15 turmnores, en donde existen reareglos similares para la subunidad 8.
En ocho linfomas hubo rearregios para Ig y RcT, y en 7 casos conservan sus genes en
forma germinal. Aparentemente existe una tendencia de linfomas pre-B y bigenotipicos
en individuos de edad avanzada. Por otro lado, las alteraciones en c-myc detectadas en
cinco muestras, mostraron una hetereogeniedad del tipo de translocacién que sucede en
los linfomas Burkitt. De esta manera, el andlisis molecular permitié evaluar y acumular
més informacidn sobre las caracteristicas genotipicas de diferentes tipos de linfomas,

expandiendo asi nuastro conocimiento de la biologia de los linfomas malignos.



{. INTRODUCCION

El rearregio de los genes de inmunoglobulinas (ig) o del receptor de células T
(RcT) es un paso obligatorio durante la diferenciacién de células linfoides que estin
comprometidas hacia un linaje B o T, respectivamente. La identificacién de tales
rearreglos ha tenido un impacto importante en la determinacién del estatus monacional,
oligoclonal o palicional de proliteraciones finfoides anormales. En el diagnostico de
linfomas y leucemias, ha permitido definir la extension de la enfermedad y el monitoreo
de la terapia. Durante los estadios iniciales del dasarrolio de 1os linfocitos ha definido los
eventos gendticos que tienen lugar durante la ontogenia de células B o T y los defectos
que rasultan de errores en la maduracién de precursores de células B o T, y por Gltimo,
en la bisqueda de un posible papse! en la transformacién maligna de translocaciones
cramosémicas especiticas, involucrando genes de Ig o del AcT y genes celulares (por

sjempio, proto-oncogenes).

1. 1. Origen molecular y celular de la diversidad de fos linfocitos 8.

El rapertorio de anticuerpas o inmonuglobulinas en el sistema inmune es creado
por ios linfocitos B. La especificidad de una ig por un antigeno estd determinada por tres
zonas danominadas regiones determiantes de complementariedad (CDRS) en fa regién
variable de cadena pesada (P} y ligera (L) (1). Cada linfocito sélo tiene una combinacién
de cadena P y L con un juago Gnico de CDRs, de los millones de posibles



‘combinaciones en el repertorio total de moléculas de Ig.

A nivel molecular, la diversidad de las regiones variables de Ig es generada por
rearreglos sucesivos y por eventos de reemplazo en ambos alelos de! loci P y L, asf
como también de 1a insercidn de nucledtidos adicionales (region N, en cadena pesada)
que son introducidos durante la reaccion de unidn (1). En cada paso de la generacién
de esta diversidad, al parecer un linfocito B determina si tiene un rearreglo productive o
no productivo por la deposicion del producto funcional del gen rearreglado en la
superficie de la membrana.

A nivel celular, la proliferacion y diferenciacién de células progenitoras B ocurre
en intimo contacto con un microambiente suministrado por el érgano linfoide primario en
la cual ésta diversidad es generada. Elementos de este microambiente, conocido como
el estroma, incluyen céplas adventicias, células reticulares, células endoteliales,
fibroblastos, macréfagos, adipositos y una matriz extracelular. La influencia de células
del e#troma sobre progenitores B es fundamental para el desarrollo de linfocitos B (2) y
se ejerce a través del contacto célula-célula y a través de citocinas secretadas por .

células del estroma bajo el contacto con los linfocitos.

1. 2. Ontogenia y diferenciacién de linfocitos B.
El desarrollo, activacion, proliferacién y diferenciacién de los linfocitos B astan
regulados a multiples niveles por una compleja interrelacion de tipos celulares y factores

solubles de crecimiento hematopayéticos. Aungue la regulacidn de las etapas tardias de



la ontogenia es mejor comprendida (3, 4), las seflales que controlan la proliferacién y
maduracién de precursores de células B (PsCB) durante los estadios tempranos del
desarrollo del linaje B permanece incierta.

Los linfocitos B son derivados de una células tronco pluripotencial que también da
lugar al linaje misloide, eritroide, y a linfocitos T (5). EI compromiso del {inaje B o T de
linfocitos ocurre antes de que los PsCB entran al 6rgano primario de diferenciacion
linfocitica. El primer descendiente de la célula tronco pluripotencial que estd
comprometida hacia el linaje B es denominada célula pro-B (Figura 1). Esta célula pro-B
no expresa marcadores de linaje B especificos y no ha iniciado todavia el rearreglo de
los genes de Ig (6, 7).

Una serie de eventos moleculares y propiedades celulares definen diferentes
estadios del desarrolio de células B. Por ejemplo, los PSCB no sélo son caracterizados
por el Inicio de una cascada de rearreglos de los genes de Ig (1), sino también, por la
adquisicién coordinada y pérdida de antigenos de diferenciacién de linaje B. A la fecha,
mas de 20 antigenos bioguimicamente distintos han sido identificados. Mientras algunos
(tales como CD10, CD45 y CD73) representan enzimas asociadas a la membrana, otros
(como CD19, CD22 y B7) probablemente representen receptores para ligandos, que
pueden jugar un papel impornante en las interaciones célula-célula durante el desarrolio
de células B en el microambiente de la médula 6sea (8, 9).

Los modelos propuestos de la ontogenia de linfocitos B estdn basados en estudios

realizados en PsCB de pacientes con lseucemia linfoblastica aguda (LLA). De acuerdo a



éstos modelos, el antigeno CD19 representa al determiante mas temprano de linaje B
y la expresidn de antigenos de diferenciacién procede en la siguiente forma: CD18 >
CD24 > CD10 » CD20 » CD22 > Cu > CD21 » sig > CD23 (10). Sin embargo, los
fenotipos de células leucémicas pueden ser aneradds por evolucién clonal durante y/o
después de la transformacién maligna. Ademas, varios fenotipos aberrantes han sido
observados en LLA, incluyendo linajes mixtos o bigenatipicos (11).
A diferencia de la expresién de antigenos de diferanciacion en células teucémicas
CD19 > CD10, en célutas normales de médula 6sea ambos antigenos son expresados
al mismo tiempo (12). Cuando se cultivan PsCB de higado fetal in vitro, células
CD10°CD19" son halladas en gran nimero, y adquieren el antigeno CD19 in vitro, y
su progenie tiene un fenotipo mas inmaduro que la progenie CD10°CD19* (13). Con este
modelo, los PsCB mds inmaduros (estadio 0) expresan TdT nﬁclear y CD10 en la
superficie pero plerden antigenos especificos CD19, CD22 e Ig citoplasmética y de
superficie. Durante l0s subsecuentes estadios del desarrolio, los PsCB TdT'CD10* ss
comprometen hacia el linaje B y expresan CD22 en el citoplasma (estadio 1), La
adquisicion de CD19identifica el préximo astadio de diferenciacion (estadio 2). La células
- precursoras TdT°Cd10°CD19°Cd22* posteriormente plerden CD10 dando lugar a células
en estadio 3, TdT'Cd10:Cd19°Cd22*. Los PsCB en estadio 2, asi como en estadio 3
pueden diferenciarse hacia linfocitos pre-B (estadios 4a y 4b), las cuales son identificadas
por la expresién de la cédena u an el citoplasma (Figura 1). La mayoria de PsCB en el

higado fetal son estadio 0/1 y estadio 2, mientras que el 1% son estadio 3, Las células



linfoides PsCB en médula dsea comprende el 21% en estadio 3. Los patrones de la
adquisicién secuencial de antigenos de linaje B durante 6! desarrollo, en diferentes
érganos hematopoyéticos, puede no ser el mismo. Las diferencias observadas indican
que el higado fetal puede ser el sitio original para los eventos tempranos de la ontogenia
de linfocitos B durante e! desarrolio fetal. Sin embargo, miltiples rutas pueden existir y
@l inmunofenotipo dominante puc.nb depender sobre la presidn selectiva de un
microambiente dado. ’

El desarrollo da linfocitos B ha sido tradicionalmente dividido en dos fases (Figura
1). La primera fase se piansa que es independiente del antigeno y termina cuando Ig son
oxpresadas de genes rearreglados de cadenas P y L en la superficie de células B
inmaduras. En este punto, las células B con Ig especificas para antigenos propios son,
ya sea, deletados (14) o inactivados (15). En la segunda fase, dependiente del antigeno,
las célufas sig* restantes puede ser selecionadas positivamente en la circulacién
peritérica y colonizar los drganos secundarios. Dependiendo sobre la naturaleza del
antigeno, estas células pueden ser estimuladas independientemente de linfocitos T o con
ia ayuda de células T cooperadoras (16).

1. 3. Organizacién y rearreglo de los genes de Ig.
La estructura de los genes de Ig que codifican las cadenas P y L consisten de
segmentos variables (V), de diversidad (D en el caso de P), de unién (J) y constantes

(C) (Figura 2). El enorme nimero de genes requeridos para codificar la regién variable



de Ig, especificos para cada antigeno, son generados por el ensable de rearreglos
secuenciales de estos segmentos en un praceso conocido como recombinacion V(D)J
(1, 17).

El primer evento de recombinacién en P es la unién D-J, lo cual ocurre en ambos
cromosomas. Posteriormente un alelo DJ se combina con una regién V, y si el rearreglo
@s productivo se produciré cadena u siendo dectectable en el citoplasma. Una
célula en este estado es un linfocito pre-B. Sin embargo, si el rearreglo no es productivo,
a causa de una unidn fuera de fase, el otro alelo serd rearreglado, el cual puede ser o
no praductivo (18). Un rearmeglo productivo VOJ en P permite y activa el rearregio de L
(Kappa antes de Lambda) (19, 20). Por otro lado, ha sido posible correlacionar la
recombinacién de un locus con su transcripcién y sensibilidad a la DNAsa |, sugiriendo
que la recombinacion puede ser modulada por la transcripcién y configuracion de la
cromatina (21). Una caracteristica importante de los linfocitos B es que cada célula
expresa tnicamente e! producto de un alelo de P y L en el anticuerpo. Esto es et
resuliado de la exclusién aldlica (expresién de un sélo alelo por locus) y exclusién
isotipica (expresién de un sélo tlpé de L) (17).

El complejo enzimatico especifico de la recombinacidn involucrado en estos
rearreglos de! DNA no ha sido aislado, sin embargo, el mecanismo por el cual éste se
realiza ha sido bien estudiado. La recombinasa reconce secuencias conservadas que se
localizan en el estremo 3' de los segmentos V, el extremo 5' del segmento J y en los

extremos 3' y 5' de los segmentos D. Cada secuencia consiste de un palindrome



heptamérico y un nondmero rico en AT, separados por un 8spacio de 12 o 23 pb cada
uno, lo que determina que dos secuencias sean unidas comectamente (22). Si las
secuencias de los dos segmentos a ser unidos tienen la misma polaridad en el
cromosoma, las secuencias intermedias son unidas en un circulo y deletadas. Si tienen
polaridad opuesta, la parte correspondiente de el locus es invertida (23).

Poco sa conoce acerca da los factores que participan enla rocofhbinacién V(DN.
Recientemente dos genes RAG-1 y RAG-2, especificos de células linfoides, han sido
identificados los cuales juegan un papel crucial en el proceso (24, 25). La coexpresion
de RAG-1y RAG-2 as necesaria y suficiente para inducir la recombinacién de substratos
an fibroblastos, y su expresién corelaciona con la actividad de recombinacion en lineas
celulares linfoides (24-26).

Hasta ahora, la enzima deoxinucieotidil terminal transferasa (TdT) ha sido la tinica
implicada en el proceso de recombinacién V(D)J, donde adiciona nucledtidos en forma
no germinal (region N) en P entre las uniones D y J o V y DJ, generando una mayor
diversidad (27). Un mecanismo adicional para la diversidad es la hipermutacién somatica,

que ocurre en los genes qua codifican la regién variable de las Ig {28).

|. 4. Ei raceptor de linfocitos T.
El sistema inume es capaz de montar una raspuasta aftamente especifica contra
cualquier antigeno extrafio por medio de receplores en los linfocitos B yT.Enla

superficie de los linfocitos T el receptor existe en dos formas heterodiméricas, RcT a/B



(29)y ReT ﬁs (30). EI ReT estd asociado no covalentemente con un complejo molecular,
denominado CD3, necesario para la expresién del heterodimero en ia membrana y que
sirve para transmitir la sefial generada por el RcT al interior de la célula y cumplir su
funcion efectora (31). Los antigenos reconocidos por @l RcT ¥s estén siendo definidos
todavia, mientras que los RcT /B se unen a fragmentos de antigenos que han sido
intracelularmente degradados (de 10 a 20 aa), conocido esto como procesamiento de
antigeno, y que son presentados por moléculas clase | o it del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (32). E! reconocimisnto del antigeno por el ReT o/B, ademds, es
facilitada por moléculas accesorias CD4 y CDB, expresadas en forma mutuaimente
exclusiva en células T maduras (33). Los correceptores CD4 y CD8 se unen a
determiantes no polimdrficos de moléculas clase !l y clase 1, respectivamente, e
incrementan la avidéz dae los linfocitos T por el blanco (34, 35).

A diferencia de los linfocitos B, ko cuales parecen funcionar de la misma manera '
(modulando solamente !a clase de anticuerpo que ellos producen), muchos linfocitos T
funcionalmente distintos coexisten en la periteria:

- Linfocitos T cooperadores (T,), son generaimente restringides por moléculas
clase 1l del CPH (Identlfiéados por el marcador CD4) y que son necesarios para muchas
de las respuestas de linfocitos B, actuando por medio de la secrecién de factores de
diferenciacién y crecimiento. Este tipo de células lleva la forma heterodimérica «/8 del
ReT.

- Linfocitos T citotdxicos (T), actuan diractamente destruyendo células anormales
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o infectadas por virus y usualmante reconocen moléculas clase | de! CPH (a m§nudo son
CD8'). Estas células llevan también el heterodimeroa/f en su supetficie.

- Células dendriticas de epidérmis (DEC), un tipo de células T recientemente
descrito y localizadas en la piel (36), de funcidn desconocida pero con capacidad
citotdxica, Esta células son negativas tanto para CD4 y CD8 y son claramente
identificadas por llevar el heterodimero ¥/s,

- Células Asaesinas Naturales (NK) tienen raceptors »/s en algunos casos (37),
aunque no siempre. Como su nombre lo indica, tienen propiedades no especiticas de
“destruir. Estas céiulas son también CD4'CD8",

- Linfocitos T supresoras (T,) se cree que son una clase de células T especiales
en regular disminuyendo la respuasta inmune. Hasta la fecha, no se ha idantificado un
receptor especifico a favor de este tipo de célula.

1. 5. Ontogenia y diferenciacién de finfocitos T.

Los precursores de timocitos son derivados de una célula tronco hematopoyética
multipotencial en el higado fetal y posteriormente en médula ésea (5). No hay un
marcador especifico para estas células, aunque céiulas pro-T son CD7* y CD3*
citoplasmica. Bajo la influencia de quimioatractantes derivados de! epitelio timico, que
Incluﬁn B,-microglobulina, células pro-T iniciaimente se localizan en la unién cortico-
medular y subcapsula, e incian cambios fenotipicos que Ivncluyen la adquisicién de

receptoras para antigeno, receptores para hormonas, y antigenos de diferenciacién (38-



1"

41).

Después de mucha controversia, se asta de acuerdo que !a diferenciacién de
muchas células T procede como se muestra en la Figura 3. Los linfocitos pro-T CD7* sin
moléculas CD4 y CDB en su superficie 0 "dobles negativos" (40, 41) representan
alrededor de! 5% del tatal de timocitos, y en este astado comienza el rearreglo de los
genes de! RcT, en cualquiera de sus subunidades B, ¥ 0 5 {42). Un pregunta major sin
resolver 8s donde ocurre la diversificacién del RcT a/f y v/s. Es obvio que como primer
evento existen células comprometidas «/B y ¥/s, y que éstas no derivan unas de otras.
Asfl, las célutas «/B no surgen de arreglos no funcionales v/s, propuesto inicialmente,
debido a la aparicién temprana en el timo fetal (dia 15) de células ¥/s y posteriormente
1a aparicién de célulasa/8 (dia 17) (42). La evidencia mds fuerte es el hallazgo en el timo
de DNA circular con sacuencias germinales del RcTs, aparentemente producidas por la
unién Vo —JaCu, indicdndonos que células rearreglando RcT o previamente no han
rearraglado RcT 5 (43).

Las unicas células en esta etapa que tienen RcT:CD3 en su superficie son: células

1, cerca del 10%, que pueden ser completamente maduras y emigrar hacia la periferia
(44). y alrededor de un 10% de células /B CD4'CD8". Hay evidencias que indican una
breve transicién de células CD8°CD3" (45), antes de entrar a la categoria de células
mayoritaria en el timo (80%), el estado de "doble positivas” CD4’008’003”'(40, 41). El
50% de estas células tienen un bajo nivel de ReTa/R-CD3 en su superficie y virtuaimente

todas han rearreglado RcTa. En esta etapa de diferenciacién la seleccién de un receptor
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especifico tiene lugar. Hasta este punto, las células han sido confinadas a la regién
cértical, pero como las células CD4*CD8* maduran, estas aparecen como "sélo positivas”
CD4’ 0 CDB8* RcT-CD3' en la médula (el 20% del total). La expresion del RcT es ahora
de aprox. 40,000 moldculas por célula, y son capaces de emigrar. Miantras que la
mayoria de células Ta/B estan en la periferia (85%), células ¥s son predominantes en el
tejido linfoide del intestino y la piel (46).

1. 6. Selaccitn de! repertorio de linfocitos T.

Una cantidad significativa de células T muaeren (entre un 85% y 99%) en el timo,
particularmente en el estado CD4'CD8* (47). Algunas de las muertes de estas celulas
@s debido a un rerreglo deficiente del receptor (por ejemplo, uniones fuera de fase de V
y J}), y en otras es parte del proceso de selecciéon mediante la muerte programada (o
apoptosis) (48). Esta seleccion permite la eliminacién clonal y/o inactivacion de células
T macﬂvﬁs contra antigenos propios (llameda seleccién negativa) antes de que puedan
montar un respuesta imune (49-55). Ejemplos de este fenémeno han sido obtenidos por
la introduccién de genes rearreglados ay B de células T espaecificas y que puenden ser
entonces colocados en un fondo genético en donde el supasto antigeno y la molécula
de! CPH son ambos expresados. Experimentos realizados con receptores especificos
para el antigeno HY y moléculas clase | D® del CPH fueron introducidos en ratones que
llevan este tipo ge haplotipo, y ratones machos (que expresan este antigeno) y hembras

(que no lo expresany) fueron comparados (51). En los ratones machos hubo una delecién
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masiva de timocitos mientras que en las hembras no sucedié. Otros tipos de ensayos,
describen la delecion de células T Nevando V3 especificos, aparentemente en base a la
reactividad de antigenos propios (0 super-antigenos) sclamente concocidos por
designacionas genéticas como mis 1, 2, 0 3, asi como también aquelias que interactuan
con un grupo de entorotdxinas de estafilococos (52, 53).

El proceso de selaccion positiva es mucho mas dificil de comprender. Sin
embargo, esto permite y facilita la diferenciacién y exporte de células T que pueden
interactuar con antigenos extrafios mas moléculas propias del CPH, requiriendo la unién
de sus receptores a moléculas propias del CPH en el epitelio del timo en la ausencia de
antigeno (56-58). Inicialmante se sugirid, que habfa un fenémeno (a menudo referido
como educacién timica) por el cual de alguna manera el repertorio del RcT era capaz de
interactuar con moleculas propias de! CPH (53). En experimentos mas recientes, ratones
transgénicos con receptores especificos que derivan de un tipo de CPH dado, se
diferencian completamente, y son exportados desde el timo mas eficientements on
ratones con el mismo tipo de CPH (57, 58).

La seleccién en el timo no aes el Unico mecanismo por ! cual el repertorio de
células T se lleve"acabo. Ciertos antigenos propios pueden estar restringidos en la
periferia y la tolerancia a estos antigenos por células T especificas podria requerir un
mecanismo extratimico. De esta manera, la tolerancia puede ser generada a través de
la induccién de anergia clonal, con una regulacidn disminuida del ReT /8 y CD8, y por

la eliminacién clonal de células T maduras con receptores reactivos a antigenos propios
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(60, 61). A pasar de estos hallazgos, falta por elucidar donde y cémo son eliminadas

estas céiulas autorreactivas.

I. 7. Organizacién génomica de! RcT.

Al igual que las inmunoglobulinas, los genes def RcT estdn arregiados en
segmentos especificos de regiones variables (V), de diversidad (D, en el caso de RcT
By RcT ), de unién (J) y constantes (C) (Figura 2). Al parecer las combinaciones de
estos segmentos esta mediada por secuencias similares a aquellas que controlan el
rearreglo de los genes de Iy (secusencias conservadas de heptameros y nonameros
separadas por 12 o 23 nucledtidos) (22). Esto indica que los genes del RcT y de ig
pueden usar 0 compartir las mismas enzimas de recombinancién, demostrado por fos
experimentos en que lineas celulares pre-B pueden rearreglar secuéncias Dy ¥
elementos Dp—Jp (62). Asl, el proceso de recombinacion parece ser muy similar para
RcT o Ig, tanto con la formacién de la asa y delacién de las secuencias intermedias,
como por inversidén, dependiando de la orientacién de las secuencias a ser unidas (23).

Aproximadamente se estima que existen 100 segmentos VB en el hombre,
agmmdos en una docena de familias (63). Hay dos regiones C altamente conservadas
separadas aproximadamente por 10 Kb, el gen C §' es designado CB1 y el gen 3
designado CB2. Alrededor de 4 Kb 5' de cada ragién C hay un grupo de segmentos J,
JB1 y JB2 cada uno con seis genes funcionales. Tedricamenta es posible las

combinaciones VJ y DD, expandiendo quizds la diversidad de los productos (64).
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El locus RcTr es menos diverso (Figura 2), con un numero totat de 11 segmentos
V¥, cinco segmentos J y dos regiones constantes, arreglados como JI1-Crt y Ji2-Cr2
(65).

El locus +/4 es muy peculiar. Muchos de los segmentos del RcT 5 estén
locatizados dentro de los segmentos V' y J del gena (66). Otro evento interesante de este
locus @s que el gene« excede en un gran numero (>50) los segmentos J. Hay una sola
ragién Cay G4, tres segmentos Js y dos D5 (67),

Aungue la organizacién basica del loci del RcT es muy similar al de fas (g, la
diversidad en las uniones V-J (la regién equivante CDR3) excede al de las Ig, tanto en
RcT /B y RcT ¥l . Varios eventos contribuyen a la diversidad de esta regién:

a) Laadicién de regiones N se realiza en los cuatro polipéptidos del RcT, la cual sélo

ocurre en P. .
b)  Hay un gran nimero de regiones J (50 Jey 12 JB) comparadas con las 4 - 6 de

L y P, respactivamente.

c) La habilidad de.utilizar ambas regiones D (VD1 DéJ) en RcToy el hecho de que la

adicién de la regidn N ocurre en tres diferentes posiciones (68).

A causa de que el RcT "ve" fragmentos de antigenos embebidos en moléculas de!
CPH, se ha propuesto que esta diversidad de CDR3 es la responsabie para la unién del
antigeno, mientras que el resto de! heterodimero hace contacto con las moléculas del

CPH.
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Il. LINFOMAS

Durante los Ultimos afios grandes avances han sido realizados en la biologia,
patologia y tratamiento de los linfomas. Tales investigaciones se han enfocado en
correlacionar la citogenética, histopatologia y el curso clinico de la enfermedad.

Actualmente los linfomas son considerados expansiones monoclonales de células
linfoides y de sus precursores que han sufrido transformacion neoplasica (69). Hasta
hace poco, su clasificacién y estudio de estos tumores estaba basado principaimente en
observaciones morfolégicas y correlaciones clinicas. La identificacién de marcadores de
superficie celulary genes espacificos de diferentes poblaciones de linfocitos ha permitido
comprender mejor la diferenciacién y reclasificacién de estos tumores linfoides en base
a su linaje. )

Muchos de los linfomas son de origen B y, con una frecuencia menor de origen
T. Los tumores se desarrollan y localizan en ganglios linfaticos, sin embargo, un nimero
considerable puede surgir fuera de estos sitios principaimente en individuos
inmunosuprimidos (70, 71). Los linfomas retienen, en una mayor 0 menor extensidn,
clertas caracteristicas de su contraparte normal y el patrén de afeccion tisular (folicular
o difuso), la mortologla de las células (grandes o pequefias con o sin nicleo hendido, o
una mezcla de éstas) y la extensién del 6rgano involucrado predicen el comportamiento
bioldgico del tumor.
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I1. 1. Clasificacién y estadificacién de los linfomas.

Mas de diez variedades de linfomas pueden ser identificados por sus
manifestaciones clinicas y morfolégicas. Diversas clasificaciones patolégicas han sido
utilizadas en delinear la historia natural, pronéstico y respuestaa la ferap(a. Sin embargo,
en algunos casos, distintas entidades morfoldgicas pueden estar realacionadas
clinicamente y/o biolégicamente, mientras que otras entidades morfolégicamente
similares pueden ser distintas (72, 73).

En 1982 una nueva clasificacion fue propuesta con una terminologia mds precisa
y con mayor reelevancia clinica (74) (Tabla 1). Tres grupos con diferente pronéstico son
- identificados: histologias de bajo grado, de grado intermedio y de alto grado. La
sobrevida reportada para estos pacientes es de 7, 3 y 1 afios, respactivamente {Figura
4A). Aungque es problable que las curvas de sobrevida no han camblado
significativamente, el porcantaje de curacién se ha incramentado para histologias de atto
grado e intermedio (Figura 4B).

A pesar de que la nueva clasificacién ha aclarado la reproducibilidad y definicién
de subtipos histoldgicos, aun quedan problemas significativos, particularmante en los
linfomas T. No es sorprendente que los patdlogos utilicen diversas clasificaciones para
estas entidades. Par otro lado, los eventos clinicos y morfolégicos de nuevas entidades
tales como los finfomas extragangiionares asociados a mucosa y linfomas de células
grandes anaplésicas que estan siendo mas redefinidos (75), asi como tarﬁbién, tomar en

cuenta las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de los linfomas, es necesario



reavaluar la Ultima clasificacién, por lo menos para uso clinico.

Una vez que el diagnéstico de linfoma ha sido establecido, la estadificacion clinica
invasiva debe ser evaluada. La gran mayocria de los pacientes con linfoma tienen
enfermedad diseminada al inicio y frecuentemente involucra sitios extralinfdticos. Sin
embargo, la estadificacién permite identificar un pequefio grupo de pacientes con
enfermedad localizada que pueden ser curados sélo con radioterapia.

Lo criterios propuestos por la Ann Arbor y el sistema TNM para linfomas T
cutaneos (76, 77) son los mas aceptados para la estadificacion de los linfomas (Tabla
2). Es importante conocer los patrones caracteristicos de diseminacidn da los diferentes
tipos de linfomas para plantear las estrategias 6ptimas en la estadificacién y en algunos
casos, por ejemplo, donde existe una alta probabilidad de afectar SNC, designar las
estrategias del tratamiento.

El exdmen fisico a fondo es importante en la evaluacién de! paciente con linfoma.
De particular impontancia es la presencia 0 ausencia de sintomas sistémicos (por ejem.
fiebre, sudor nactumo o pérdida de peso), 1a evaluacion de todas las zonas ganglionares,
y lapresencia de drganos afectados. La tomografia axial computarizada ha hecho posible
detectar adenopatias abdominales y obtener una imagen intratoraxica mas precisa (78).
La evaluacién del tracto gastrointestinal todavia requiere de estudios con Bario, mientras
que la linfogratia es raramente utilizada.

A pesar de la marcada heterogeneidad en la presentacién clinica y prondstico, los

linfomas tienen muchos eventos en comun. Son proliferaciones monoclonales de
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linfocitos B o T por el andlisis molecular; hay rearreglos clonales de genes de Ig o del
ReT: algunas translocaciones cromosémicas especificas pueden ser asociadas con
clertos tipos histolégicos, y la clasificacién en grupos de pronéstico permite el desarrolio
de estrategias para e! tratamiento.

11. 2. Linfomas do Bajo Grado.

De acuerdo aia dueva clasificacién hay tres subtipos histolégicos de linfomas de
bajo grado: linfoma de linfocitos pequefios (LLP), linfoma folicular de células pequefias
hendidas (LFCPH) y el linfoma folicular mixto {LFM) (74). Estos finfomas son
generaimente indoientes en su componamiento bioldgico y de estado avanzado en e}
diagndstico (Ili o V). La invacidn a médula dsea es mas comuin en LLP y menos
fracuente en LFM. Cuando se determina un pian terapdutico, primero es importante
identificar aquellos pacientes con enfermedad localizada (estadios ! y Il) potenciaimente
elegibles para radiacion iocal (78). La sobrevida sin enfermedad se puede lograr en tales
pacientes particularmente en genle mas joven de los 40 afios. Sin embargo, para la
mayoria, el anvolvimiento linfomatoso es extanso.

E! manejo de los estadios sistémicos [l y IV continua siando contraversial debido
aque las protocolos no son totalmente curativos a pesar de sus altos rangos de remisién
compieta. La remisién se puede alcanzar sélo con agentes alquilantes, combinaciones
da quimioterapia o la combinacién de quimioterapia/radiacién (80). Un evento importante
en la recaida de linfomas de bajo grado es la aparicién de un comportamiento clinico
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mas agresivo con una transformacién histolégica hacia los grados intermedios o de atto
grado (81).

Otra estrategia en el manejo inical ha sido detener la terapia sistémica hasta que
soa necesaria (82). La mayoria de los pacientes son asintomaticos sin enfermedad
amaenazanto en ¢l diagnéstico, y la terapia apropiada debera ser llevada a cabo cuando
la entermedad se vuelve progresiva (82).

Estan surgiendo modificadores de la respuesta biotégica (MRB) como agentes
importantes en la terapia de los linfomas de bajo grado. Anticuerpos monoclonales (83),
interferdn recombinante (84) e interleucina 2 (IL-2) (85) han sido estudiados sélos © en
combinacién con otros MRB. Cada uno de estos modificadores tiens la ventaja de un
mecanismo de accién unico, y ensayos preliminares han demostrado una respuesta

buena, aunque transitoria.

1l. 3. Linfomas de Alto grado y de grado intermedio

Siete subtipos histolégicos son considerados agresivos (Tabla 1) y requieren
inequivocamente terapia intensiva en el diagndstico. La curva de sobrevida para estas
enfermedades muestra una rapida cafda (compuesta de pacientes con una respuesta
parcial 0 ninguna) y entonces una meseta (compuesta de pacientes en respuesta
completa) (Figura 4B).

L-a estadificacién debe ser a fondo pero con rapidez, reconociendo el crecimiento
de estas neopldsias. Los linfomas linfobldsticos y de células pequefias no hendidas
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tienen altos indices de diseminacién meningea, requiriendo éxamen del liquido
cefalorraquideo y profildxis a SNC (86). »

Haciendo a un lado los anteriores linfomas, los otros cinco subtipos histolégicos
de linfomas agresivos son tratados muy similarmente. Enfermedad regional (estadios |
y H) es tratada con combinaciones de quimioterapia, con o sin radiacién. El tratamiento
de eleccién para paclentes en estado avanzado son combinaciones intensivas de
quimioterapia y los rangos de respuesta completa parecen depender sobre la intensidad
relativa de! régimen de droga empleada (87), reportandose hasta un 80% de pacientes
en remisién completa cuando se usan de drogas de tercera generacion.

Las combinaciones de CHOP, M-BACOD, ProMACE-CytaBOM y MACOP-B tienen
las mds altas désis relativas en intensidad de cualquiera de las drogas utilizada
actualmente (88), siendo alternadas con ciclos de drogas mislotéxicas y no mielotéxicas
que permitan fa mielosupresién, La toxicidad ha sido relacionada a mucositis y severa
supresion de la médula dsea y las complicaciones letales se han presentado en el 2%
parsonas mas jovenas de 60 afios y en 13% de gente de mas de 60 afios. '

No todos los subtipos histolégicos agresives alcanzan una remisién duradara con
MACOP-B (88). Los linfomas foliculares de células grandas (LFCG), linfoma difuso de
células pequefias hendidas (LDCPH) y LFM (un linfoma de bajo grado) alcanzan altos
rangos de respuesta completa, aunque su recaida es frecuente. El linfoma linfobldstico
y de células pequefias no hendidas son a menudo tratados con protocéios intensivos tipe

leucemia aguda usando profiléxis a sistema nervioso central {86).
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Recientemente se ha utilizado el transplante autélogo de médula dsea (89). Si se
realiza mientras est4 en la primera o segunda remisién, este procedimiento (utilizando
altas désis da ciclofosfamida mas irradiacién corporal total) puede alcanzar una remisién

mads duradera arriba de las dos terceras partes de los pacientes.

Il. 4. Infecciones virales y linfomas.

E! papel de los virus en la etiologfa de las leucemias y linfomas ha sido quizds la
mads dificil de caracterizar. Sin embargo, hay varias circunstancias en las cuales existe
la ascciacién de un virus. En ciertas regiones de Africa en donde el linfoma de Burkitt es
endémico, parece que la infeccién crénica con el virus Epstein-Barr (EB) estimula
continuamente una proliferacién excesiva de linfocitos B, incrementando la posibilidad de
que ocurran translocaciones cromosémicas especificas y dar lugar a una cona
neopldsica (90). En otras partes del mundo, EB y otros virus pueden jugar un papel
similar en la patogénesis de los linfornas B, surgiendo en individuos cuyo sistema inmune
ha sido savéramente dafiado por terapia inmunosupresiva (31) o por .el desarrolio del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (92). Ei virus EB también puede serimpartante
en la patogénesis de ctras anormalidades linfoides, incluyendo la enfermedad de Hodgkin
(93) y en linfomas T (94).

En Jap6n y otras regiones, el virus de leucemia T humana (HTLV-I) parece tener
un efecto comparable en el dasarrollo de la leucemia/iinfoma T adulta (LLAT) (95}, al

menos en parte por la activacién de células T al inducir la exprasién de! receptor de
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interleucina 2 (96).

La LLTA as un linfoma raro de celulas T CD4+, con la asociacién de anicuerpos
contra HTLV-1 y una abrupta presentacién clinica diseminada con un desanlace rapido
{97). Los subtipos histolégicos, sin ningun significado prondstico, pueden ser da bajo,
intermedio y alto grado. Con un prondstico més predecible es la prasencia de anticuerpas
contra e} refrovirus, el estado general, la elavacién de la deshidrogenasa lictica, células
atipicas circulantes, hipercaicemia y la invasién a santuarios (96).

Los linfomas asociados al virus de inmunodeficiencia Human (ViH) son neoplasias
agresivas B de tipo LIB, LOCG o LCPNH (98). En los tumores se han encontrado
incorporado el genoma del virus EB, la translocacidn 4(8;14) y arreglos dal oncogen ¢-
myc (100-102). La presentacidn clinica es un rapido crecimiento tumoral a menudo en
Qilios raros o en multiples sitios extraganglionares, tales como el cerebro, rﬁﬂsculo y
tracto gastrointestinal (103). En (a mayoria de los pacientes, e} prondstico as malo con
una sobravida de 6 a 9 meses. Sin embargo, se puede alcanzar una respuesta completa
con combinaciones de quimioterapia en pacientes con una adecuada inmunidad celufar
(medido por el 'radio TA:T8) y sin infecciones serias. Para aqualios pacientes con un
estado inmune malo e histeria de infecciones, es usuaimente recomendada radiacion

paleativa y quimioterapia con un sélo agente (104).
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il.5. Aplicaciones clinicas del andlisis de! rearreglo de los genes de
Inmunoglobulinas y del Receptor de células T en el diagnéstico y
caracterizacién de ios finfomas.

El diagndstico del linfoma maligno depende de ia evaluacion histolégica de las
blopsias de tejido. Sin embargo, distinguir entre una neoplasia maligna y benigna en
ganglios lintaticos y otros tejidos linfoides por microscopia de luz, s una de la tareas
mas dificiles para los patélogas. En gran parte, la causa biolégica de esta dificuttad es
que fos linfocitos estimulados pusden ser morfolégicamente semejantes a los linfocitos
neoplésicos. Por el cantrario, los linfacitos neopldsicos bien diferenciados pueden ser
indistinguibles citolégicamente de linfocitos normales no estimulados. Hay también casos
an los cuales condiciones reactivas pueden coexistir (por ejem. e! infittrado de linfocitos
T en los linfomas B) dificuttando la Interhretacién histoldgica. Ademas, en ocasiones el
carcinoma metastasico o el melanoma puede ser confundidos con linfomas. Asi, la
discriminacion entre una expansién linfoide clonal versus policlonal obviamente tiene
inpontancia clinica.

Algunos estudios importantes que contribuyen al diagnostico de linfoma son los
sigulentes:

1)  Andlisis inmunohistoquimico en que marcadores de células B y T son identificados
_con anticuerpos monoclonales (105, 106).
2)  Analisis inmunogenético en el que el rearregio de genes de Ig o del ReT

demuestran que son de origen monaclonal (107-111),
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3) Andlisis por cariotipo, en e! que algunas transiocaciones pueden ser identificadas
(112).

4)  Métodos en biologia molecular para la localizacién de los puntos de ruptura en las
translocaciones, rearreglo de proto-oncogenes e identificacién de sus productos
(113-115).

Varios marcadores han sido utilizados para establecer el origen clonal de los
linfomas, cada uno con sus propias limitaciones intrinsecas. Los marcadores
cromosémicos pueden ser Utiles, pero no siempre estin prasentes. El anélisis de la
enzima Glucosa 6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PD) es vélido sélo en aquellos pacientes
femeninos heterocigotas para esta enzima. Otro método es el uso de anticuerpos
monoclonales contra marcadores de superficie o citoplasméticos, principaiments en la
expresién isotfpica de cadenas ligeras (105, 106). Un problema con el uso de estos
anticuerpos es que no existe un marcador para los linfocitos T que sea universalmente
aceptado como un indicador de monocionalidad (116). Por lo tanto, el anélisis de los
genes de Ig o del ReT han ayudado en determinar la clonalidad y linaje en el diagnéstico
de expansionas linfoides donde el fenotipo es dificil o incierto de asignar (107-111).

Una poblacién policlonal de células B o T tiene muchos rearreglos difarentes de
genes de ig o RcT, raspactivamente, cada uno generando fragmentos de rastriccién de
' diferente tamafio. Al ser analizados, ninguno de estos rearreglos pueden ser detectados
por el método da "Southern Blot". Sin embargo, si una expansién monoclonal esta

presente (alrededor del 1% de la poblacién), ia cual representa una sola progenie de
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células, tendré un patrén unico de rearregio en 8l DNA especifico de esa poblacion e
identificable como un nuevo fragmento(s) de lamaﬂolque difiere de la linea germinal,

Una vez que un patrdn particular de rearreglo de g o RcT ha sido establecido,
este puede servir como un marcador atamente sensible y especifico del tumor,
mejorando la habilidad de identificar células tumorales que persisten después de la
terapia y ayudar en la tempf;ina deteccidén de la recurrencia (117, 118).

Es importante tener en cuenta que nonoclonalidad no necesariamente es igual a
un fenotipo maligno para la poblacién celular on estudio, debido a que proliferaciones
monoclonales benignas puaden existir para linfocitos B o T (119, 120).

Los estudios del rearreglo usando sondas para los genes de ig y dal RcT son
utiles para fa deteccién de poblaciones clonales en procesos linfoproliferativos, y en
asociacién con el curso clinico, ayudan a distinguir condiciones linfoides reactivas de
proiiferaciones clonales malignas. El uso de estas sondas, en asociacién con la »
inmunohistoquimica, deberia permitir la asignacidn de muchos de los desérdenes
linfoidas clonales de linaje B o T, y pueden también proveer informacién acerca del
posible estado de diferenciacién de! cual la clona tumoral emerge. Estas sondas
molecularas son especialments utiles para el andlisis de neoplasias linfoides en el que
anticusrpos monocionales contra marcadores de superficie son incapaces de definir una
poblacién clonal. Aigunos de estos desérdenes pueden ser el resultado de anbrmalida_dos
en células derivadas de los estadios tempranos del desarrolio de linfocitos antes de

comprometarse hacia un linaje.
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OBJETIVOS

Analizar y determinar el linaje celular en muestras de linfoma por medio de sondas
moleculares para los genes de inmunoglobulinas y de! receptor de células T.
Establecer ol estado de diterenciacién de dichas muestras de linfoma en base al
rearreglo detectado en cada una de las subunidades, y determinar si existe alguna
correlacién histolégica.

Determinar las posibles afteraciones de ¢-myc y establecer si existe alguna
translocacion con las cadenas de inmunoglobulinas.

Investigar si existen secuencias virales del HTLV-| y del virus de EB en ¢l genoma

celular de estas muastras.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes.

" Sesentay tres pacientes con linfoma procedentes de cuatro hospitales diferentes
de la ciudad de México fueron incluidos en el estudio. De estos 63 pacientes, 39 fueron
mujeres y 24 fueron hombres con edades de 5 a 90 afios. El diagndstico histolégico de
las muestras fué realizado en conjunto por un grupo de patélogos utilizando la uftima
clasificacién propuesta (74). Ei tejido se obtuvo por medio de biopsias y se congeld a -80
°C hasta el andlisis del DNA y RNA.

Alslamiento del DNA de alto paso molecular.

E| DNA fué aislado de las muestras tumorales de acuerdo a métodos establecidos
(121). Ei tejido se conge!d an nitrégeno liquido y se pulverizé con un mortero. Se
adicionaron 10 volumenes de solucién de lisis (10 mM Tris-Cl pH 8,0, 0.1 M EDTA, 0.5%
SDS, 20 ug/ml de RNAsa pancredtica) y se incubé durante 1 Hr a 37 °C. Posteriormente
se adiciond Proteinasa K a una concentracién final de 100 ug/ml y se incubd a 50 °C
durante 18 Hr. Se realizaron extracciones con fenol, fenol-cloroformo (1:1) y clorotormo-
atcohol isoamilico (24:1) para eliminar las proteinas, y el DNA se precipité con 2.5
volumenes de etanol absoluto. Después de colectar el precipitado con un pipeta Pasteur,
con el extramo en forma de U, se lavé con etano! al 70% dos veces. E! DNA s

resupendi6 en 10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0 y su concentracién se



determiné mediante la lectura de la absorbancia a 260 y 280 nm.

Extraccion del ANA.

El RNA se extrajé por el métedo de Chomczynski y Sacchl (122). El tefldo se
homogenizé, a temperatura ambiente, con 2 mi de solucién D (4 M isotiocianato de
guanidina, 25 mM de citrato de sodio pH 7.0, 0.1 M de B-mercaptoetanol, 0.5 % de
sarcozyl) en un politrén. Secuencialmente se afiadié 0.2 ml de 2 M acetato de sodio, pH
4.0, 2 m! de fenol (saturado con agua), y 0.4 m! de cloroformo-alcohol isoamitico (49:1),
mezclando a fondo por inversién después de la adicién de cada reactivo. La suspensién
fue vigorosamente agitada por 10 seg y enfriada en hielo por 15 min. Las muestras
fueron centrifugadas a 10000 rpm por 20 min a 4 °C. La fase acuosa fué transferida a
un tubo limpio, mezclada con 2 ml de isopropanol y colacadas a -20 °C por lo menos 1
Hr para precipitar 8l RNA. Nuevamante se centrifug6 a 10000 rpm por 20 min y la pastilla

“de RNA se resuspendid en 0.3 ml de solucion D, y precipitada con 1 volumen de
isopropano! a -20 °C durante 1 Hr. Después de centrifugar por 10 min a 4 °C en una
microcentrifuga, la pastilla se lavé con etanoi al 76% y el RNA se resuspendié en agua
estéril (tratada con dietil pirocarbonato). Su concentracién se determiné por la lectura de
la absorbancia a 260 y 280 nm.

Digestién dol DNA gendmico y transferencia a filtros de nitrocelulosa.

Diez microgramos de DNA do alto peso molecular fué digerido usando 30 U de



diferentes enzimas de restriccién (EcoRI, BamHl, Hindlll, Bglll, Xbal, Pvull). Los
productos de la digestién fueron separados por electroforésis en geles horizontales do
agarosa al 0.8%. La electrofordsis se realizéd durante 18 Hr a 2 volts/cm para una
resolucién mejor de los fragmentos de alto peso molecular. Una vez concluida la
electroforésis, el gel fud tratado con 0.25 M HCI durante 15 min, para una hidrélisis
parcial del DNA mejorando la transferencia de fragmentos mayores de 10 Kb. EI DNA fué
desnaturalizado 1 Hr con una solucién de 1.5 M NaCl, 0.25 M NaOH a temperatura
ambiente. Posteriormente se neutralizé con 1.5 M NaCl, 1 M Tris-Cl pH 8.0 durante 1 Hr
a temperatura ambients. El DNA fué transferido a filtros de nitrocelulosa por el método
de Southern (123).

Desnaturalizacién y transferencia del RNA.

El fraccionamiento adecuado da las moléculas de RNA fué realizado en geles de
agarosa conteniendo formaldehido (124). Veinte microgramos de RNA fueron
precipitados y resuspendidos en 2.4 ul de 1X Hepes/EDTA (10X s 0.5 M Hepes pH 7.8,
0.01 M EDTA), 2 ul de formaldehido (al 37%) y 5 pl de formamida desionizada. Las
muestras se calentaron a 70 °C por 10 min y enfriadas en hislo inmediatamente. Las
muestras fueron sometidas a electroforésis en geles de agarosa al 1.2% en 1X
Hepes/EDTA y 6% de formakiehido. Después de la electroforésis ef gel se equilibré con
20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M citrato de sodio) durante 1 hr a temperatura ambiente y

posteriormente fueron transferido a filtros de nitrocelulosa (125).
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Hibridacién del DNA y RNA con sondas radiactivas.

Los filtros de DNA y RNA fueron incubados a 42 °C durante 18 hr én 50 % de
formamida desionizada, 5X SSPE (20X es 3.6 M NaCl, 0.2 M fosfato de sodio pH 7.7,
0.02 M EDTA), 5X solucién Denhardt (50X es 1% albimina bobina, 1% ficoll, 1% pofivinil
pirrolidona), 0.1% SDS y 100 pg/ml de DNA de esperma de salmén. Los insertos
purificados fueron marcados radiactivamente con P por medio del método de "random
primer" (126) y se adicionaron a la mezcla anterior, incubdndose con los filtros por otras
18 Hr. Los fitros fueron lavados en 2X SSC, 0.1% SDS a temperatura ambiente por 15
min, en dos ocasionas, y en 0.1X SSC, 0.1% SDS a 55 °C por 30 min también en dos
ocaciones. Los filtros fueron expuestos a pelicutas de rayos X (X-OMAT K) para obtaner

fas autorradiografias.

Aislamiento y purificacién de plasmidos.

Los plasmidos se aislaron por medic de lisis alcalina (121) de la siguiente manera:
una colonia de bacterias, con el plasmido de interds, se incubé en 150 mi medio Luria
a 37 °C durante toda la noche. Después de centrifugar las bacterias a 5000 rpm durante

- 15 min a 4 °C, se resuspendi6 la pastilla en 10 mi de solucién | (50 mM glucosa, 25 mM
Tris-Cl, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0) y 1 ml de lisosima (preparada a 10 mg/ml en 10
mM Tris-Cl, pH 8.0). Posteriormente se agregaron 20 ml de solucién Il (0.2 N NaOH, 1%
SDS) y se mezcl6é suavemente incubandose a temperatura ambiente por 10 min, Quince

mililitros de solucién lil (3 M acetato de sodio, pH 5.2) fueron adicionados y la mezcia se
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incubd en hielo durante 10 min. El precipitado se centrifugd a 10000 rpm durante 30 min
a 4 °C y al sobrenadante se le adicioné 0.6 volumenes de isopropanol, incubdndose
durante 10 min a temperatura ambiente. Nuevamente se realizé una centrifugacion a
10000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente y la pastilla se resuspendié en 1 m|
4 de TE (10 mM Tris-Cl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0}. Ei pldsmido fué tratado con 50 pg/mi
de ANAsa durante 1 Hr a 37 °C. Posteriormente se adicioné 400 ul de polietilan glico!
(13% de polistilen glicol 8000, 1.6 M NaCl) para precipitar el plasmido. Esta mezcia se
incubd en hielo durante 1 Hr y después se centrifugé S min a 4 °C en una
microcentrifuga. Se elimind e! sobrenadante y la pastilla se resuspendié en TE, se
realizaron extracciones con fenol, fenol-cloroformo (1:1) y cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1). El pldsmido se precipitd con 2 volumenes de stanol, y se resuspendié en TE para
determinar su concentracién. Los pldsmidos fueron digeridos con las enzimas de
rastriccién apropiadas para obtener los insertos, y éstos fueron: aislados durante la

elactroforésis con membranas de DEAE-celulosa (121).

Sondas moleculares.

Varias sondas fueron utilizadas durante el anélisis de los linfomas:

A) Sondas para genes de inmunoglobulinas.

i) Cadena pesada. Un fragmento de 6 Kb BamHiI-HindIll de la regién J (127) fué
utilizado como sonda, la cual detecta un fragmento en forma germinal de 17 Kb en Ia_a

digestién con BamHl y de 16 Kb en la digestién con EcoRl.
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{l) Cadena ligera Kappa. Un fragmento Ecofll de 2.5 Kb de la regién constante
(128) fué utilizado para detectar el rearreglo en fas digestionas del DNA con BamH|. Esta
sonda detecta un fragmento en forma germinal de 12 Kb.

ifi) Cadena ligera Lambda. La sonda consistié de un fragmento de 3.5 Kb EcoRI-
Hindill de la regién constante CA2 (129), y detecta un.polimorfismo de 8, 14, 16, 18y
21 Kb en Ia digestion con EcoRl.

B) Sondas para 1as subunidades dal ReT.

i) RcT 8. €l rearreglo de la cadena B fué analizada con un cDNA de 300 pb Bglil
(64) como sonda para la regién constante (C81 y G2), detectando en las digestiones
con BamHI1 un fragmento de 24 Kb, y de 11 y 4 Kb con EcoRl en forma germinal.

i} ReTv. Para analizar el rearreglo de 1a subunidady se utilizé un ¢cDNA de 1.6 Kb
obtenido de linfocitos T de sangre periférica que contiene secuencias V {familia V¥2), J,
C (CH) clonado an el sitio EcoRlI de pUC12 (130). Esta sonda detecta en forma germinal
cinco fragmentos de restriccién en la digestion con BamH!,

iif) ReT 5. En el andlisis de la cadena & se utilizé un cDNA de 1.5 Kb de timocitos
humanos que comprende la regién C5(66) y detaecta en forma germinal un fragmento de
14 Kb con BamHl.

C) Sondas para c-myc. Un fragmento de 3.5 Kb Hindlli-Xbal del'primer oxon (131)
fué utilizado en el andlisis de la regi6n 3, primer exén/intrén de c-myc. E! plasmido pRyC
7.4 que contiene el Il exén (60%) y et ill exén (132) se utilizé en el analisis de la
expresién de myc.
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D) Sondas para Virus. La presencia del genoma de Ios virus de Epstein-Barr y del
HTLV-! fué investigado con ias sondas de 2.6 Kb BstEll que contiene el fragmento oriP
(133) y el fragmento de 8.25 Kb Sacl que contiene el genoma completo (134),
respectivamente. Como control positivo para la presencia de EB se utilizé el DNA de la
finea celular Raji (135), y para HTLV-! se utilizé la linea celular HUT102 (136).
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RESULTADOS

La organizacién de los genes de g, del RcT, de c-myc y la presencia de
sacugncias virales de Epstein-Barry HTLV-| fué analizada en 64 muestras de linfoma de
diferente tipo histolégico. Dieciocho casos fusron diagnosticados histoidgicamente como
linfomas de alto grado, 13 casos de grado intarmedio y 5 casos como linfomas de bajo
grado. Una serie de pacientes con micosis fungoides y otros linfomas de dificil

clasificacién fueron incluidos en el grupo de linfomas misceldneos (Tabla 3).

Rearreglo de genes de inmunoglobulinas.

La deteccién de un rearreglo para los genes de Ig o del ReT, fué evidente por la
presencia de fragmentos adicionales o la pérdida del fragmento en forma germinat, la
cual fué determinada utilizando células mononucieares de sangre peritérica de individuos
normales o de tumores no hematoldgicos {por ejemplo, seminomas).

E! DNA de los linfomas fué digerido con las enzimas de restriccion Bam Hi y Eco
R, y analizados con la sonda para cadena pesada (regién J). En 34 linfomas de diferante
tipo histolégico se detectaron rearreglos con esta sonda, y la intensidad de los
fragmentos rearreglados fué variable en cada muestra analizada. En veintin casos, se
identificaron dos o mas rearreglos, al parecer por rearreglar ambos cromosomas, y en
trece casos Unicamente se detectd un fragmento rearreglado (Tabla 4).

Al observar el patrén de rearreglo de cadena pesada en algunas muestras, éstas
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mostraban un barrido de la linea germinal con rearreglos muy tenues. Esto nos puede
indicar la existencia de una pequefia fraccién de células tumorales o en su defecto de
un proceso reactivo. Por otro lado, en cinco casos se detecté mas de dos fragmentos
rearreglados, debido posiblemente a la existencia de dos o méds clonas en el mismo
tumor.

Cuando no fué posible detectar rearreglos para cadena pesada en las digestiones
con Eco RI, Bam HI o Hind Ill, fué utilizada fa enzima Bgt Il. Esta enzima.digiere
aproximadamente 300 pb §' de J1 y 1 Kb de J6, y podria detectar rearreglos dantro de
esta regién. Con esta anzima se logré identificar rearreglos en los linfomas L9, L1,y
L22.

El andlisis de las cadenas ligeras fue realizado con las sondas para la regién C,
y Ci, en las digestiones del DNA con BamHi y EcoRl, respectivamente. Cabe mencionar
que la evaluacién del patrén de rearreglo en C A debe ser meticuloso debio al
polimorfismo que presenta este locus (129, 137). En 25 muestras, que han rearreglado
praviamente cadena pesada, se logré detectar rearreglos para C, y/o CA. Hay una
preferencia por rearreglar principalmente C, (20 casos), quizds como un reflejo de! orden
al rearreglar cadenas ligeras.

Asf, el rearraglo de los genes de Ig establece e! origen B y el estado de
diferenclacién de los linfomas. Aquellos que sélo han rearreglado cadena pesada (9
casos) representan linfomas pre-B, mientras aquellos que han rearreglado ambas

cadenas (25 casos) representan linfomas B maduros (Tabia 4). En et grupo de linfomas
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pre-B existe una ligera tendencia de pacientes mayores de 50 afios con histologias de

alto grado e intarmedio, mientras que en los finfomas 8 maduros se presentan en

pacientes jovenes y de edad avanzada con histologias de alto, intermedio y bajo grado.
La Figura 5 presenta aigunas muestras representativas de iinfomas 8.

fearreglo de las subunidades de! RcY en finfornas,

Quince muestras presentaron rearregios en las diterentes subunidades del ReT
(Tabla §). De esta manera, el rearreglo de las subunidades del RcT en las muestras
analizadas permite asignarios como linfomas T e identifica poblaciones clonales en estos
tumores. La Figura 6 muestra un pane! representativo de linfomas T que han reaﬁeglado
AcT B, o .

- ReT 8. El DNA de los tumores fud digerido con Bam Hiy Eca Rl, y anaiiudos‘
con un cDNA que identifica ambas regiones constantes, C81 y C82. En la digestién con
Bam HI se pusde detectar reaneglios que invalucran cada una de las regiones C81 y
CB2 en un fragmento de aproximadamente 23 Kb. Esto crea alguna dificutad en ia
rasolucién de grandes fragmentos do restriccién, sin embargo, este problema fué
solucionado realizando la electroforésis en bajos porcentajes de agarosa y a 2 volisicm
durante 48 hr, parmitiendo asi detectar pequeftas diferencias en tamafio en ia ragidn de
20 Kb. Con la enzima Eco Rl se genera una banda de 1t y 4 Kb. Dsf mapa de
rastriccién del RcT B la banda de 11 Kb contiene la region CA1 mientras que la banda

de 4 Kb contiens la regién CB2. En las quince muestras analizadas todas presentaron



rearreglos para esta subunidad. En la mayoria de los linfomas el rearreglo afecta la
regién CB1, debido a que el fragmento de 11 Kb con EcoR! esté alterado (Figura 6A).

En el andlisis con esta sonda fué importante comparar la intensidad de las bandas
on ia digastién con Eco Al. En aquellas células que no son linfocitos T las bandas son
de igual intensidad. Una disminucién de la intensidad de! fragmento de 11 Kb, puede ser
debida a la presencia de poblaciones de linfocitos T policionales los cuales han
rearreglado o deletado al azar C8t. Otra razén para la disminucién de la intensidad de
la banda de 11 Kb es que hay una poblacién clonal en la cual CB1 ha sido deletada en
un cromosoma y no han rearreglado el otro cromosoma. Esto puede ser determinado
evaluando la estructura de G2 con Bam HI (Figura 78 f).

Patrones similares de rearreglo en RcT8.

Eltafio de los fragmentos rearreglados de la subunidad B en varias muestras de
linfomas son muy similares. En los casos L40, LSS y LS8 fragmentos del mismo tamafio
fueron detectados con dos enzimas diferentes. Con Bam HI y Eco RI los tamafios
rearregiados son de 6.4 y 6 Kb, respactivamente. Ademds, el L55 presenta delecién del
fragmento de 23 Kb y un fragmento rearreglado de 13 Kb con Bam HI; mientras que con
Eco RI hay otro fragmento de 11.5 Kb y una menor intensidad de los fragmentos
gorminales de 11 y 4 Kb. En e! L40 ademds existe un fragmento de 2.3 Kb con Bam HI
y disminucién del fragmento germinal de 11 Kb con Eco Rl (ver Figura 78 I). En los otros
linfomas existen rearreglos similares, de diferente tamafio, detectados sélo con una

enzima (12 casos con Bam Hl y 11 casos con Eco Ri) (Tabla 6).



- ReT r. La sonda utilizada para e! andlisis de ésta subunidad fué un cDNA
obtenido de linfocitos de sangre periférica el cual contiene secuencias VF2JPCH, y el
patrén de rearreglo fué determinado en las digestiones del! DNA con Eco RI. Con esta
sonda s@ pueden identificar cinco fragmentos de restriccidn en forma germinal,
correspondientes a los tres exones de CH y a la regién Vanlblo {ver Figura 6B). En &
da 15 muestras que tianen rearreglos en RcT 8, se observd rearreglo para esta subunidad
y en el caso L8 hay delecién de los fragmentos de 1.8 Kb y de 2.3 Kb.

- RcTs. La organizacidn de la cadenas, en los casos en donde se pudo realizar
el andlisis, fué determinado mediante la digestién del DNA con Bam HI y una sonda para
la regién Cs. Todas las muestras mantienen su configuracién en forma germinal (Tabla
§). La falta de rearreglos en estos finfomas probablemente sea debido a fa sonda
empleada (ver Discusién). Sin embargo, en algunos Iinfomas (6 casos) la intensidad de
la banda germinal fue menor al del control (Figura 6C). Esta posible delecién padria ser

consecuencia del rearraglo de la cadenaq, debido a su localizacién dentro de este locus.

Rearrraglos simultineos de genes de lg y del AcT en

linfomas.

Durante el analisis de los tinfomnas con las diferentes sondas para lg y de! RcT se
logré identificar un grupo de ocho linfomas que presentan rearregios en ambos loci
(Tabla 7).

En los casos L40, L66 y N6 tienen rearreglos en P y RcT 8, mientras que los



linfomas NS y N9 mostraron rearreglos para cadena pesada y ligera de |g, ademas de
rearreglos en RcT 8. Posiblemente los primeros representen linfomas inmaduros en
donde coexisten reameglos simultdneos, mientras que los segundos representan linfomas
B maduros con rearreglos anormalas en RcT B. Por otro lado, los infomas L9, L55 y L58
han reamegiado cadena pesada y ligera de g, y diferentes subunidades del RcT (Figura
7). La intensidad de las bandas rearregladas en estos ultimos casos es diferente, y
posiblemente representen poblaciones celulares distintas en estos tumores. Sorprenden-

temente, J1a mayoria de los pacientes son de edad avanzada.

Linfomas con genes en linea germinal.

De los 64 casos analizados con las sondas para Ig y del RcT, sélo siete (L21, L25,
L31,L54, L61, N1 y N19) muestras mantuvieron su configuracién germinal con cuaiquiera
de las sondas empleadas. Ademas, en ninguna se observé un barido de la linea
germinal que fuera indicativo de algun proceso reactivo. Histolégicamante todas
representan linfomas agresivos de alto grado @ intermedio, con una gran cantidad de

céulas neoplasicas.

Atteracionas moleculares de c-myc en linfomas.
La translocacion t(8;14) es una de las més frecuentes que ocurre en los linfomas
Burkitt y en linfomas difusos. En ella estén involucradas algunas regiones de la cadena

pesada de Ig y el gen c-myc, por lo que se decidié analizar nuastros finfomas en
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blsqueda de esta translocacion. En todas las muestras analizadas, @xcepto ¢inco, no se
encontraron afteraciones de c-myc (por ajemplo, rearreglo, amplificacion o mutaciones).

Las muestras con alteraciones en c-myc son histolégicamente de tipo Burkitt (L3,
M13, M19y MZ.O, de pacientes mencres de 15 afios) y de células pequehias con nicieo’
no hendido (L15, de 45 afos de edad). Los casos L3 y L15 tienen rearreglos en cadena
pesada (linfomas pre-B) y en M13, M19 y M20 existen rearreglos en ambas cadenas,
siendo finfomas B maduros (Figura 8A).

El andlisis de c-myc fué realizado con las enzimas Eco Ry Hind I, y una sonda
para el primer exén. Estas enzimas generan fragmentos de 13y 12 Kb que abarca los
tres exones, y alteraciones que caen dentro de este gen o en la proximidad de sus
extremos pueden ser detectadas. Asi, en los linfomas L3, L15 y M13 se detectaron
ateracion@s con esta sonda (Figura 8 B). Adem4s, en L15 el fragmento atterado de c-
myc comigra con uno de los rearregios de ia region J, indicandonos que la translocacién
ha ocurrido en ésta zona de la cadena pesada.

Para determinar el sitio de rompimiento en c-myc, se utilizé una serie de enzimas
que se localizan en la ragidn §', primer exdn y primer intrén. En las digestiones con Xba
1y Sac | un nuevo fragmento es detectado en las muestras L15 y M13, mientras que con
Pst | esta en forma germinal. Por lo tanto, el rompimiento se localiza entre los sitios Sac
| 'y Pst | del extremo 5'. En cambio, en el L3 ia digestién con estas enzimas no revelé
atteraciones, por lo que el rompimisnto, quizés se localice en su extramo 3' (Figura 9).

En los linfomas M19 y M20 la translocacién al parecer cae fuara de los sitios EcoR
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1 'y Hind ll, ya que el patrén de restriccién fue similar al control (ver Figura 8B). Sin
embargo, en estos linfomas se encontraron mutaciones que afectan e! sitio Pvu Il. Un
nuevo fragmento de 1.7 Kb @s detectado en ambas muestras, indicando que el sitio Pvull
dontro de! primer exén ha sido pérdido (Figura 10). De igual manara, aste tipo de
ateracién también fué encontrado en el caso L3. Por otro lado, en el M13 se detectd un
fragmento rearreglado de 2.8 Kb. Para descartar que existe un polimorfismo de esta
enzima, s analizaron varias muestras de linfoma B y T, asi como neoplasias no
hematolégicas y controles, y en todos ellos no se encontro ningun fragmento adicional
(dato no mostrado). Estas alteraciones en c-myc, tal vez, contribuyen a una
desmegulacion en la expresién del RNAm, la cua! se vié incrementada en los linfomas
L15, M19 y M20 al ser analizada por medio de "Northem Blot" (ver Figura 11).

Deteccién de las secuencias virales de EB y HTLV-1.

La presencia del virus de EB y HTLV-I fué analizada cualitativamente por “siot
Blot" an todas las muestras de linfoma. Secuencias do EB fueron detectadas en 10
linfomas B (3 pre-B y 7 B), en 3 linfomas T y en un linfoma bigenotipico, con
intensidades diferentes para cada muestra, debido al nimero de copias presenies en
cada tumor (dato no mostrado).

En ninguna de las muestras fué posible detectar secuencias de HTLV-|, sin
embargo, en un paciente con SIDA (L49) se encontraron anticuerpos contra el retrovirus.
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DISCUSION

£l rearreglo de los genes de inmunoglobulinas o del receptor de células T es un
paso obligatorio durante la diterenciacién de células linfoides comprometidas hacia un
linaje B o T, respectivamente. Este rearreglo en el DNA es e res.ultado del ensamble de
genes funcionales y estd asociado con cambios en su estructura que altera la
configuracidn original, y con el uso de sondas moleculares para Ig o el RcT, se puede
establecer el origen celular y estado de diferenciacion de gran un nimero de neoplasias
linfoides.

El objetivo de la presente investigacién fue caracterizar a nivel molscular muestras
obtenidas de pacientes con linfoma, para la identificacién del tipo celular (B o T}, el
estado de diferenciacién, y establecer una correlacién entre los hallazgos moleculares
e histopatoldgicos. Esto fué realizado utiizande sondas especificas para detectar el
evento de recombinacion en cadena pesada y ligera de las Ig, y para las subunidades
B, vya del ReT. Por otro lado, tamblén se investigd si existian alteracionas de c-myc y
la asociacion de los virus EB y HTLV-| en el DNA tumoral.

En la mayoria de las muestras (53%) se detectaron rearreglos para los genes de
Ig. El rearreglo en las diferentes cadenas permitid asignarlos como linfomas pre-B (9 de
34) y linfomas B maduros (25 de 34}. Tanto rearreglos de cadena pesada y ligera fusron

detectados en todos los tipos histoldgicos de linfoma, sugiriendo que incluso en los
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finfomas de alto grado (por criterio histolégico) son derivades de células que han
madurado m4s alia de! estado pre-B. La correlacidn entre los datos moleculares y el tipo
histolégico muestra una ligera tendencia de linfomas pre-B, con histologlas de afto grado,
en pacientes mayores de 50 afios,

En estos linfomas B, al parecer un aito porcentaje (62%) de los tumores exhiben
rearraglos de ambos alelos de cadena pesada, delectados con la sonda J,. Este
parcentaje as considerablemente mas alto al de varios reportes publicados (107, 138),
sin embargo, es comparable ai de sistemas murinos en donde ta gran mayoria de fas
células B rearregian ambos cromosomas de cadena pesada (139). Esto sugiera gue e!
proceso del rearreglo en cadena pesada an estos linfomas es relativamente ineficiente, -
requiriendo dos intentos antes de que sea productivo. Por otro lado, ya que varios de los
tumores muestran un s6io rearreglo en cadena pesada, perdiendo también rearreglos en
cadena ligera, es posible que en ciertos casos reprasenten rearregios DJ més que
rearreglos VDJ.

Los linfomas B, al igual que otros tumores, se plensa que derivan de expansiones
monoclonales de una sola célula progenitora transformada, en donde no deberian de
tener mas de dos configuraciones de rearreglos para los genes de Ig, 8s declr, un
rearraglo por cada uno de los dos alelos. Sin embargo, los hallazgos de rearreglos
distintos en diferentes poblaciones de células tumorales (purificadas del mismo linfoma
en base a su expresidn idiotipica) ha suministrado evidencia adicional que los linfomas

pueden tener un origen oligoclonal, mas que monoclonal (140, 141). En general, fa
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oligocionalidad puede ser sospechada de los datos del rearreglo gendmico cuando dos
0 mas rearreglos son detectados por una sofa sonda, debido a que cada clona individuat
muestra un rearregio caracteristico.

Otra expficacidn para estos hallazgos se basa en que algunas neopldsias B sufren
una hipermutacién somética en los genes de lg, que puedan alterar la expresidn idiotipica
dentro de! tumor monoclonal y dar la apariencia de oligocionalidad (142, 143). Todavia
otra explicacién para estos fenémenos, es de que clonas Unicas puaden continuar
sufriendo rearreglos, por ejemplo, cambios de clase, reemplazo de regiones VD
previamente rearregladas por regiones V §' (en ciertas lineas murinas pre-B), y/o simples
delaciones 3' a la ragidn J, (144, 145}, en donde afectan los sitios de festriccién en o
alrededor de genes de Ig rearreglados, dando lugar a bandas adicionales.

En cinco muestras de linfomas B se detectaron mas de dos fragmentos
rearreglados con J,,, con diferentes intensidades, io que indicaria que mas de una clona
existe an of tumor. A pasar de los rearreglos en cadena pesada, no e identiticaron mas
de dos rearreglos para cadena ligera (Tabla 4). Sin embargo, los linfomas L2 y L70,
histoléglc‘ahenle represantan una mezcla de tipos cslulares (mixtos de células grandes
y pequefias), en donde posibiemente exista una poblacién inmadura con rearreglos sélo
para Jy, y olra mds madura con rearreglos para ambas cadenas. En los linfomas
restantes (L3, L15 y L6), la presencia de! fragmento adicional es incierta. Pensar que la
mutacién somdtica es una de las causas para la presencia de bandas extras en estos

linfomas, es improbable, debido a que se presenta con una mayor frecuencia en los



tinfomas foficulares maduros (142, 143) y nuestras muestras representan linfomas difusos
inmaduros. Alternativamente, en estos linfomas puede haber ocurrido reemplazos de sus
elementos VDJ previamente rearvaglados, como sucede en los precursores pre-B de LLA
(145), o que dos clonas astan relacionadas a través de una célula pre-B comun en las
cuales han alegido un gen de cadena pasada y que todavia no eligen cadena ligera, o
que definitivamente surjan de dos clonas transtormadas independientemente. Una
estrategia para determinar el origen det fragmento seria clonar y secuenciar los
fragmentos y establecer si estén o no relacionados.

Quince tumores fueron clasificados como tinfomas T al tenar rearreglos en algunas
de las subunidades del RcT. Rearreglos y/o deleciones para RcT B/vfueron detectados
on todas las muestras, excepto en ocho linfomas en donde s6lo existen rearreglos para
ReT 8. No se detectaron rearraglos para RcT s, sin embargo, la intensidad del fragmento
gemminal es menor, posiblements debido al rerregio que sufre la subunidada.

Aunque estas sondas moleculares son valiosas en el establecimiento de la
clonalidad, su utiidad en la definicién del linaje requiere cuidadosa consideracion.-Por
ejemplo, aunque el rearreglo completo (VDJ) de P y RcT 8 son buenos indicadores de
linaje B y T, respectivamente, el primer rearreglo Dy J de P y RcT 8 pueden encontrarse
en neoplasias linfoides pertenecientes a linajes B y T, y en leucemias mieloides (146-
148). Por otro lado, el rearreglo de RcT ¥/ no es exclusivo de linaje T. Un gran nimero
de leucemias B inmaduras, linfomas B e incluso leucemias mialoides han rearreglado

ReT? y/o TcRs (148-152). Estos estudios sugieren, sin embargo, que el patrén de
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fearreglos del locus ¥/5 en conjunto con el rearreglo de RcT B e Ig germinales sélo es
visto en tumores linfoides con un fenotipo T.

A través del estudio de células tumorales y lineas celulares, se ha determinado
el orden en el cual los genes de Ig son rearreglados durante la diferenciacion de los
linfocitos B (18-20). En los linfocitos T, 4 genes sufren rearreglo somético, y sin ambargo,
ol orden en el cual esto sucede y la especifidad del reameglo en definir ef linaje
(principalmente con RcT #/%) no han sido bien establecido. En hibridomas derivados de
higado y timo fetal de ratdn, rearreglos de los genes de RcT » fueron detectados en
células de higado asi como también en el timo, aunque rearreglos de ReT B y ReTa
ocurre principalmente o exclusivamente en el timo (153). Por ello, se sugiere que
rearreglos de RcT ¥ ocurren en una alta frecuencia durante la diferenciacién temprana
de linfocitos T. Ademds, el andlisis de las subunidades del recaptor en neoplasias
linfoides T apoya esta jerarquia de rean"eglos'RcT 5 > ReT ¥ 2RcT B+a(149-152), con
algunas excepciones, en donde pueden haber reareglos sin que previamente hayan
rearreglado otras cadenas (154-156). Estos hallazgos indican que el rearraglo de ReT
#5 y su expresién puede no ser siempre necesaria para 'a diferenciacién y tunciones
antigeno-especificas de un pequefio nimero de células T. ]

El rearreglo de las subunidades del RcT en nuestros linfomas T no siguen
totalmente @l orden secuencial propuesto anteriormente. Existen rearreglos solamente
para BcT 0 (8 casos), rearreglos para RcT ¥/B (6 casos) y el RcTé esta en forma

germinal. Una de las razones de no haber encontrado rearreglos de RcT ¥, @s que estos
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linfomas hayan utilizado C» 2 durante el proceso de recombinacién, lo cual @s muy
comin entre neoplasias de origen T (157, 158), y por lo tanto, no ser detectadas con
nuestra sonda debido a que es homdloga a la regién CH1. En cuanto a fa subunidads,
la 1anq de rearreglos también es atribuible a la sonda empleada. Rearreglos de RcT s no
puseden ser detectados porque existen segmentos adicionales J entre los sitios Bam Hi,
Js3 y la regién constante (159). Sin embargo, no hay que descartar la posibilidad de que
@stos patrones sean caracteristicos de una poblacion diferente de linfocitos T, y que
rearreglos preferenciales correlacionan con receptores de superficie responsables para
el "homing" a sitios especificos, con manifestaciones clinopatolégicas distintas (160, 161).

Patrones similares de rearreglo de ReT B parecen ocurrir en diferentes pacientes.
Por ejemplo, en 11 casos existen rearreglos muy similares (Tabla 6). Estos hallazgos
sugieren que hay, ya sea; un repartorio limitado de posibles rearreglos o una asociacién
entre ¢l desarroilo de linfoma y patrones especificos de reameglo. El nimero limitado de
patrones puede ser debido a un pequefio nimero de rearregios posibles. Esto es
improbable porque en clonas funcionales de células T muestran un amplio rango de
rearraglos. Otra explicacién para el limitado numero de rearreglos vistos en pacientes con
linfoma es que de alguna manera la generacién de rearreglos pueden jugar un papel en
e desarrollo de! linfoma, en donde clonas con ciertas ragiones variables son mas
susceptibles da sufrir transformacién. Mas evidencia de que rearreglos de genes del ReT
B3 son en enfacto idénticos o de importancia en linfoma son necesarios. Esto puede ser

obtenido a través del uso de otras enzimas de restriccién (como en los linfomas L40, L55
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y L58, Figura 7B 1), 8l estudio de un gran numero de pacientes, el aislamiento de los
fragmentos rearregtados o por medio de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
para ampiificar las regiones variables utilizadas por estos linfomas.

Interesantemente, en linfomas de pacientes con edad avanzada (mayores de 60
afios) fueron detectados rearreglos simulténeos de genas de ig y de! AcT. La presencia
de estos rearreglos podria evaluarse medianie la intensidad de ios fragmentos
detectados. Es dacir, si ia intensidad de las bandas rearregladas es diferente para ig y
RcT, podrian existir dos poblacionas en el tumor. Por otro lado, si la intensidad es igual
indicaria que estos rearreglos ocurren en una poblacién de igualtamafio. Asi, el concepto
de un rearreglo de linaje mixto dentro de la misma clona de linfocitos es atractivo. En la
Tabla 7 se indican las posibles poblaciones que existen an estos tumores.

Da estos datos surgen algunas preguntas interesantes relacionadas a la regulacién
de los genes de Ig y del RcT durante los estadios tempranos de la diferenciacién de los
linfocitos, la fidelidad de estos eventos, reflejadas en cionas linfoides, y la posible
contribucién de rearreglos inapropiados en la propia linfomagénesis. Nuastros hallazgos
en células tumorales cuestionan s rearreglos combinados de Ig y de RcT representan
una consecuencia de la transformacién neopldsica (que es més avidente en la vejéz), o
qdo pueden ocurrir durante la diferenclacién linfolde normal. En el primero de los casos,
es posible que el genotipo dual es un evento relacionado a fa transformacién, que se
refleja en la desrregulacién de |a maquinaria genética que controla la diferenciacién en

las células neopldsicas. Varios estudios demuestran que leucemias inmaduras T
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frecuentemente tisnen rearreglos clonales de genes de P, y que neopldsias linfoides de
linaje 8 (con una frecuencia mayor a las de linaje T), similarmente tienen rearregios
cionales de RcT B y » (149-152, 162). Asl, estas neopldsias linfoides bigenotipicas
podrian representar ejemplos de infidelidad de linaje linfoide. Alternativamente, el
genotipo dual puede ocurrir en células normales, como se ha demostrado en varios
reportes donde el rearmeglo de la cadena pesada y su expresién ocurre en timocitos y
linfocitos T citotéxicos (163, 164),

La explicacién de los rearreglos de linaje cruzado reside en el control del
mecanismo por el cual la recombinasa y la secuencias necesarias son expuestas o
disponibles. Transcritos en forma germinal de P (163) o del RcT B (165) puedan
ancontrarse en células linfoidas normales o leucémicas de linaje inapropiado. Estos
resultados indican algun grado de cromatina abierta con suficiente accesibilidad para la
RNA polimerasa y a las secuencias en células linfoides en la ausencia de, o anterior a,
roarreglos detactables. Ademas, la configuracién de la cromatina y el grado de metilacién
podria promover esta accesibiiidad a la recombinasa rearreglando genes de I y del ReT
(1868).

Otra posible explicacién seria la existencia de dos poblaciones clonales en a!
tumor. Existe evidencia que clonas separadas de linfocitos B y T pueden desarrollarse
en los linfomas, como consecuancia de la transformacion de una célula pluripotencial
capaz de generar ambos linajes, 0 que factores extemos (por ejemplo, el efecto

carcinogénico de la quimioterapia o condicionas autoinmunes) puaden influir an e!
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desarrolio de estas clonas (167).

El mayor criterio inmunofenotipico para la definicién de malignidad en los linfomas
ha sido la expresidn de Ig citoplasmatica o de superficie por clonas B, con una restriccién
de un sélo tipo de cadena ligera. Ademas, el uso de sondas moleculares ha permitido
establecer el @status clonal en estos tumores. Sin embargo, se han descrito con ciena
frecuencia linfomas malignos con genes an configuracién germinal (138, 123, 168, 169).
En nuestra serie de linfomas siete muestras retienen sus genes en configuracién
germinal. Esto podria deberse a problemas metodolégicos o que los tumores tengan
pocas células neoplasicas (menos de! 1%) ‘para ser detectados con las sondas. Sin
embargo, nosotros hemos detectado rearreglos clonales de Ig y ReT en 32 casos de
finfomas (ver Anexo |, 170), y los tumores histolégicamente tienen un gran nimero de
células neopldsicas. Una explicacion bioldgica serla la que asigna a los linfomas en
diferentes estados de diferenciacion de células B o T. Asi, linfomas con genes de Ig o
RcT germinales pueden representar expansiones clonales de células B muy inmaduras
o células T congeladas en un estado de prerrearreglo de la diferenciacién. Otra manera
de discutir el genotipo nulo de los linfomas es considerar las caracteristicas clinicas de
tal categoria. En un reporte reciente, este tipo de linfomas agresivos inmaduros muestra
un rapido crecimiento, enfermedad extensiva, afeccién extiraganglionar y un buen
prondstico después de quimioterapla intensiva (171). Al parecer nuestro grupo de
linfomas que cae en esta categoria muestra ciertas caracteristicas de los linfomas antes

mencionados.
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Las translocaciones cromosémicas en leucemias y linfomas, frecuentemente, paro
no siempre, involucran genes de !g o del RcT. Como resultados de erroras en la
racombinacién, una variedad de genes celulares son yuxtapuestos dentro de estos loci,
con una aparente desrregulacion transcripcional del gen celular translocado. Varios de
los genas activados codifican para proteinas del tipo helice-asa-helice (HLH). Estas
proteinas comparten una secuencia caracteristica, la cual promueve la unién al DNA y
la dimerizacién con miembros heterdlogos, jugando un papel esenclal en la regulacién
con la unién a potenciadores de la transcripcién. MYC es la proteina prototipo HLH
oncogénica, y recientes reportes de su secuencia especifica de unién a DNA y el
aislamiento de su compafiero para la dimerizacion apoyan un pape! importante en el
control transcripcional (172, 173)., Por ello, las diferencias cualitativas o cuantitativas en
la expresién de ganes celulares seleccionados, resultan en niveles inapropiados de
productos génicos comparados con células normales en estados equivalentes de
diferenciacién, promoviendo la prograsién hacia, o la salida de, el ciclo celular.

En la translocacion t(8,14), una de las mas frecuentes en los linfomas Burkitt, ¢-
myc y los genes do cadena pesada de Ig estdn involucrados (174). El sitio de ruptura‘ es
dentro o adyacente a c-myc, mientras que en el cromosoma 14 se localiza en en los
genes de la cadena pesada en cualquiera de las regiones J o S (switch). La localizacién
del rompimiento se ha relacionado al- origen geogréfico del tumor, con caracteristicas
fenotipicas y probablemente con la presencia o ausencia del virus de Epstein-Barr (175-

177). Diferencias en los patrones de los sitios de rompimiento pueden también reflejar,
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y quizas son, una consecuencia de diferencias en el estado de diferenclacién de las
células en los cuales la translocacién ocurre.

De los linfomas analizados, cinco muestras tienen alteraciones moleculares en c-
myc, sugiriendo que en ellas llevan la translocacién t(8;14), aunque en dichas muestras
no se realizé el cariotipo. El andlisis de c-myc demuestra que los linfomas tipo Burkitt
(por criterio histolégico) en México, el rompimiento se localiza en el primer exén/intrén
(como en el caso del L15 y M13) e invotucra la regién J,, (L15), o reside en su extremo
3 {como en el linfoma L3). Este tipo de translocacién es la descrita para la variedad
asporédica. Por otro lado, sin embargo, también existe la translocacién endémica que
cae fuera de c-myc (como sucede en M19 y M20). Si la hetereogeneidad en el tipo de
transtocacién de estos tumores tienen alguna realevancia en ia patogénesis, falta por ser
determinada. A paesar de ello, tal vez en nuestra poblacién ciertas aspectos genéticos y
socioacondmicos jueguan un papel importante en la presentacidn de dichas
translocaciones. Ademas, la elevada expresion de ¢-myc puede ser una de los multiptes
factores involucrados en (a patogénesis de estos tumores.

La posibilidad de que los linfomas tuvieran una etilogia viral, resulté de las
investigaciones realizadas por Epstein y sus colaboradores en 1964, al identificar
particulas virales en céluias cultivadas in vitro de un paciente con un linfoma Burkitt.
Ademas, EBV ha sido asociado con linfomas B que surjen de una variedad de estados
inmunodeficientes congénitos y adquiridos (178). Aunque estos datos apoyan fuertemente

la idea de que EBV esta ntimamente involucrado en la patogénesis de estos linfomas,
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otras observaciones sugieren que factores adicionales deben estar involucrades, y por
ende, sélo sea un virus pasajero. Primero, ta infeccion por EBV no esta limitada a los
lugares geogréficos donde el linfoma de Burkitt @s endémico, y ademas es un virus

" ubicuo que asintomédticamente infecla a casl todos los adultos en 8l mudo entero.
Segundo, se conoce que EBV es el causante de la mononucleosis Infecciosa,
caracterizada por una proliferacién policional de células B infectadas, en donds una
respuesta eficaz dal sistema inmune es critica para el mantenimiento y control de la
infeceién. Finalmente, auhque EBV inmonaliza células B in vitro, éstas células no
adquieren un fenotipo transformado, o forma tumores cuando son inyectados en ratones
(179).

Nuestro interés sélo se enfocd en detarminar la frecuencia de EBV en los tumores
¥y que significado podrian tener dichos hallazgos. Todas los linfomas fueron analizados
por medio de "siot biot", encontrando que catorce casos llevan secuencias de EBV con
diferentes intensidades (en cinco de ellos la intensidad es mas fuerte), debido quizas al
numaero de copias en cada tumor. Esta baja frecuencia de EBV en los tinfomas nos hace
pensar en infecciones previas, y que no existe una asoclacién con el dasarrollo de
|In!om;s. Seria interesante investigar si en las muestras positivas para EBV, éste se
encusntra en forma cional o episomal, mediante el andlisis del extremo de su forma lineal
intermediaria, la cual contiene un numero variable de repetidos on tanden (180), y
establecer si fa infeccién ha ocurrido antes o después del desarrolio de la expansién

clonal de los linfomas, y sl EBV tiene un papel importante en el desarrolio de las mismas
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(181).

Una nueva familia de retrovirus humanés. los virus linfotropicos de células T
humanas (HTLV), que incluye el HTLV-I, HTLV-Il y VIH-1 o 2, han sido asociados con
neopldsias humanas (182). El tipo | estd etiolégicamante unido a la leucemia/linfoma
adulta de células T {LLAT) y a la paraparesis tropical espastica, y ha sido aislado
frecuentemante de pacientes con SIDA. EL ViH, es al responsabie del SIDA, que es una
enfermadad tatal con una severa deplesién de linfocitos T cooperadoras, io cual-permite
una variedad de infecciones oportunistas y/o neoplasias, paticularmente sarcoma de
Kaposi y linfomas. Ninguno de los linfomas analizados contienen secuencias de HLTV-I.
Sin embargo, en una paciente con SIDA y un linfoma B, que también lieva secuencias
de EBV, se encontraron anticuerpos contra HTLV-1. En e! Anexo I se describe el anélisis
realizado en este caso.

£n resumen, el andlisis molecular fué llevado a cabo para evaluar y acumular mas
informacién sobre las caracteristicas genotipicas de diferentes tipos de finfomas,

expandiendo asi nuesiro conacimiento de la biotogia de los linfomas malignos.
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CONCLUSIONES

Los rearregios para los genes de Ig y del RcT que fueron detectados en los
linfomas, y en asociacién con el curso clinico, ayudan a distinguir condiclones linfoides
reactivas de proliferaciones clonales malignas. Las sondas moleculares, en asociacién
con la inmunohistoquimica {cuando ésta es disponible), permite la asignacién del linaje
B o T en un gran nimero de estas neoplasias, y pueden también proveer informacién
acerca del posible estado de diferenciacién del cual la clona tumoral emerge. Estos
rearreglos son especialmente Utiles para e andlisis de los linfomas en donde anticuerpos
monoclonales contra marcadores de superficie son incapaces de definir una poblacion
clonal. Varios de estos linfomas pueden ser el resultado de anormalidades en células
derivadas de los estadios tempranos del desarrolio de linfocitos antes de comprometerse
hacia un linaje.?

Asi, en la mayoria de 105 linfomas B analizados, es necesario que sucedan dos
oventos de recombinacion en cadena pesada para continuar el rearreglo en cadanas
ligeras, principalmente en Kappa. Algunos linfomas B pueden ser oligocionales,
presentandose en formas inmaduras 0 en aquelios que representan una mezcla celular.
Ademés, es evidente que en individuos de edad avanzada existe una tendencia de
presentar linfomas pre-B y bigenotipicos, quizds como un refiejo de la ac.tlvidad
transformante que se incremanta mds en esta etapa de la vida. Por otro lado, el tipo de

translocacién y la expresion elevada de c-myc, pueden ser factoras adicionales
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importantes en la patogénesis de un cierto tipo de iinfomas B agresivos.

Sien los finfomas T hay un uso restringido de regionas variables Vi's, cbviamnete
tienen implicaciones en e} désarrollo. diagndstico y terapia de estos tumores. Por lo que,
©s necesario analizar y determinar que regiones son preferenciaimente utilizadas en
estos linfomas T, lo que podria explicar el patrén de rearreglos similares detectados con
fa sonda para RcT 8.
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Tabla 1. Clasificacién histoldgica de los linfomas.

Bajo Grado
A.  Linfoma maligno, de linfocitos pequefios consistente con
lsucemia linfocitica crénica, plasmacitoide.
B. Linfoma folicular de células pequefias, dreas con esclerosis difusa.
C.  Linfoma folicular mixto, células grandes y pequefias con niclao handido,
dreas con esclerosis difusa.
Grado Intermedio
D.  Linfoma folicular de células grandes, dreas con esclerosis difusa.
E. Linfoma difuso de células pequefias con nicleo hendido.
F. Linfoma difuso mixto de células grandes y pequefias, asclerosis con células
epitelioides.
G. Linfoma difuso de células grandes, esclerosis de células hendidas y no
hendidas.
Alto grado
H.  Linfoma de células grandes; sarcoma inmunoblastico; plasmacitoide.
I Linfoma linfobldstico.
J. Linfoma de células pequefias con nlicleo no hendido, Burkitt, dreas
foliculares.
Miscelaneos
Compuaestos
Micosis fungoides
Higtiocitico -
Plasmacitoma extramedular
Inclasificable

Otros
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Tabla 2. Estadificacién de los linfomas.

Estado 1:
Estado Il

Estado HI:

Estado V:

Sintomas:

Afeccion de una sola regién ganglionar ()) o un sélo sitio extralinfatico (lg).

Afeccién de 2 o mas regiones ganglionares en el mismo lado del diafragma
() o afeccién localizada de un sitic extralinfético y una o mas regiones
ganglionares an el mismo lado del diafragma (ll).

Afeccidn de regiones ganglionares en ambos fados del diafragma (llf) las
cuales puaden astar acompafiadas por afeccién extralinfatica localizada
{lllg) o afectar bazo (ill,) o ambas (lll,).

Afeccién diseminada de uno o mds drganos extralinfaticos o tejidos con o
sin enfermedad ganglionar asociada.

A: asintomatico.
B: Fiebre, sudor nocturno, pérdida de peso »10% del peso total en los 6
mesas previos.




Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los linfomas.

CASC EDAD SEXO ESTADIO® Dx*

Alto Grado
Lt 66 M ve J
L3 5 M J
LS 78 F I H
L1s 45 M IlEB J
L23 69 M HIA H
L24 62 F ne H
L33 76 F IvB H
L40 73 M | H
L49 49 M VB H
L51 90 F IEA H
L54 55 M VB H
L58 70 M A H
L60 59 F WE H
L71 30 F [1I:] H
M10 28 M B H
N1 29 M [17]:] H
N2 23 M ve H
N13 73 M v J

Grado intermedio
L2 70 F v8 F
L6 §5 F v E
L12 52 F v F
L13 2 M 1] F
L14 75 M IVA G
L16 19 F v F
L2s5 43 M G
L28 83 F v G
L36 17 M ve E
.66 67 F [11-] F
L64 18 M E F
L70 36 M 1]} F
M15 76 F IIE E

Bajo Grado
L1 58 M IVA C
L22 68 F v B
LS55 66 M (11]:} A
N9 45 F A ]
N11 55 M [\Y:] C




Tabla 3 (Con.). Caracteristicas clinicas de los linfomas.

CASO EDAD SEXO ESTADIO® Dx*
Miscelaneos

3 M il
L9 7 F NC
L10 51 F Hl
L26 36 M IEA MF°
L30 16 F NC MF
L69 €8 M NC
M1 70 (V] MF
M3 58 M v MF
N3 36 F A MF
N4 36 F ] MF

a: Tipo histolégico, la letra describe el subtipo histologico

descrito en la Tabla 1.

b: Estadificacién propuesta por la Ann Harbor

¢: Micosis fungoides

NC: no clasificado.
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Tabla 4. Andlisis molecular de linfomas B.

c CASO SIE J C, C1 TIPO CEL.
AG L1 M/66 R(2) G G pre-8
AG L3 M5 GR(21,1) G G pre-B MYC EBV
AG L15 M/45 #R(2,11) G G pre-B MYC EBV
AG L51 F/90 R(1) G NA  pre-B EBV
Gl L6 F/55 BR(2,11) G NA  pre-B
Gl L28 F/83 R(2t) G G pre-B
L62 F/33 R(2) G G pre-B
BG L1t M58 R(14)* G G pre-B
N18 R(11) G G Pre-B
AG L5 Fr78 R(2) G({D) R B
AG 23 M/69 A(1) A1) G B
AG L24 Fi62 R(11) R(1) G 8 EBV
AG L33 Fi76 R(21) R(2) G B
AG L49 M/49 R{1) R(1) G B EBV
AG L60 F/59 R(2) R(2) G 8 :
Gl L2 Fi70 GA(2,1t) A1) G B
Gl L13 mi22 R(1) R(1) G B
Gl L4 M75 R(2) R(1) G B
Gl L6 Fi9 R(1t) R(1) G B
Gl L70 M/36 AR(1,21) R(1) NA B EBV
BG L22 F/68 R(2)* R(1) G B
M Leg M/68 A(1t) R(2) NA B EBYV
M4 M/36 R(2t) R(1) G B
M6 F/48 R(1,11) R(1) G B
M12 F/12 - RB1,1) R(2) R B MYC EBV
M14 M/85 R(2) R(1) G B8
M15 F/76 R(1) R(1) G B
M18 R(11) R{1) G 8
M19 Fi2 R(2) G R B MYC EBV
M20 FI0 R(2) G(D) R B MYC EBV
Nt1 M/55 R(2t) G R B
Nt3 M73 R(2) R(2) G B8
N16 M/49 A(1) G R B
N17 M/28 R(1t) R(2) G B

R: rearreglo. EI numero entre paréntesis indica cuantos allelos estan reareglados y t
fragmentos tenuas; G: germinal, NA: no analizado; MYC: translocacién de c-myc; EBV:
Presencia del virus Epstein-Barr; J,: Cadena pesada; C,: Cadena Ligera kappa; Ck
Cadena Ligera lambda. AG: Alto grado; Gi: Grado intermedio; BG: Bajo gardo; M:
Miscelango. &: Linfomas con mds de dos rearreglos; *: rearreglos detectados con Bglll.
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TABLA 5. Andlisis molecular de linfomas T.

CASO  SE 8 G 3
8 WAl A G ™
L10  F/51 A R iM
L12 F/52 A G iM
L26  M36 R NA NA
L30 F/16 R R G
L3 W17 R R ™
L64 FN8 R R iM
L7t F30 R R G EBV
M1 MT0 R NA NA
M3 W58 R G G EBV
M10 W28 R NA NA EBV
M17 R G M
N2 w23 A R G
N3 Fi3% A NA NA
N4 Fr36 R NA NA

#/v/s: Subunidades del Receptor de céiulas T; R: rearreglo; G: germinal; NA: no
analizado; IM: fragmento de intensidad menor al control. EBV: Presencia del virus
Epstein-Barr,
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TABLA 6. P.M, de fragmentos rearreglados de RcT B en linfomas.

CASO S/E BamHl (24) EcoRl (11y 4)
L8 M/31 D 10.510:,9%
L10* F/51 D174 IM(11)
L12* Fr52 176 tM(11)
L26 M/36 D12 8862
L30 F1é D;23% 92,7
L36 M/17 20 10.5¢
L64 F/18 218,150 16.5,D(11)
171 F/0 13 10.5¢
M1 M/70 17413.5 D(4)

M3 M/58 21% 6.8

M10 M/28 23 76

Mi7 17¢ 9.2

N2 W23 NA 90;IM(4)
N3 F/38 NA 7

N4 F/36 NA 9.40,D(4)
L9 FmM 151:6.6 6.4IM(11)
Le0* M73 6.48;2.3 68,IM{11)
L55* M/66 D;13;6.4% 11.568:M(11 y 4)
L58* M/70 6.4 (: ]

N5 F/ NA 9.4t6

N6 M/68 NA 9.4t0

N§* F/45 16 IM(11)

D: delecién; IM: intensidad menor de la linea germinal; NA: no analizado; ( ): fragmento
germinal akterado; &: rerreglos similares con una sola enzima; *: rearreglos del mismo
tamafio con dos enzimas. .
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Tabla 7. Linfomas bigenotipicos.

CASO SEXO/EDAD Jy IgL  TerB TeRy Ters b
L9 Frm R* Kk R R G 2
L40 M/73 R G R G G 1
L55 M/66 R kIl R R R 2
L58 M/70 R | R G R 2
L66 F/67 R G R G G EBV!
N5 F/ R Kk R G G 1
N6 M/66 R G A G G 1
N9 F/a5 G k R NA NA 1

J,: Cadena pesada; IgL: Cadena Ligera (k: Kappa; I: Lambda); TcRB/TcR ¥/TcR 5
Subunidades del Raceptor; R: rearreglo; G: germinal; *: rearreglo detectado con Bglll; b:
poblaciones en el tumor. :
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Figura 1. Esquema de las etapas de maduracién de los linfocitcs B. En la figura
se muestra la influencia dal estroma, do antigenos y la expresién de diferentes
marcadores @ inmunoglobulinas durante la ontogenia de los linfocitos B.



ACan

Vo Ve Yo Ve day [N
et IR —————————
iy Vi Ju €y hip € Ju Cy 190l 7 WCuy Y4, Cu
veun
Yo Y v Ouits e G € CyaCy vl Ca Cp G aCe Gy
toey -~ HE—~— it — -0 - - -
ICaks
Yo Yar Yes Vi 004 Gy ¥y dery €
Oema -
Yo Vig Yoe Vee O dagiq o O g S
[
v, v, vy GPLAP U Gy g, Gy
Cawwey

Figura 2. Estructura germinal de los genes de Ig y del RcT. La organizacién
estructural de las diferentes subunidades de ig y del RcT son muy similares las cuales
cangisten de regiones variables (V), de diversidad (D), de unién {J) y constantes (C).
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Figuara 3. Ontogenia, diferenciacién y finaje de células T madurando en el timo.
Precursores de céiulas T que han emigrado de médula ésea o de higado fetal, aparecen
primero en la corteza timica como CD4'CD&" y RcT-. Algunas de éstas se vusiven células
¥y pueden entonces emigrar a la periféria (sangre, ganglios linfiticos, bazo, intestino,
etc.), mientras que otras compromaetidas al linaje 8, primero exprasan CD8 y luego CD4.
Estas células conforman ia gran mayoria de los timocitos, y s6lo una pequefia fraccién
maduran como CD4* o CD8", las cuales aparecen posteriormente en la periféria.
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Figura 4. Curvas de sobrevida para pacientes con Linfoma. (A) Sobrevida de
pacientes con diferentes grados segun la ultima clasificacién propuesta. (B} Sobrevida
hipotética actual de acuerdo a la respuesta de la terapia.
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Figura 5. Reamreglo de los genes de ig y c-myc en linfomas B. El DNA de los
tumores fué digerido con EcoRl o BamM| y analizado con las sondas para cadena -
pesada regidn J (A), cadena ligera C, (B) y c-myc (C). Como DNA control se incluyé un
paciente con enfermedad de Castieman (L19) o tumores no hematolégicos (N). Las
fiechas indican los rearreglos detectados en cada muestra.
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Figura 6. Organizacién de los genes del RcT en linfomas T. El DNA tumoral fué
digerido con EcoRI o BamH| e hibridado con sondas para ReT 6 (A), ReT ¥ (B) y ReTs
(C). EI DNA de linfomas B (L16, L49, L23 y L24) 0 seminoma (N) fué utilizado como linea
germinal. Las fiechas indican los rearreglos detectados en cada muestra.
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Figura 7. Rearreglos simultdneos de Ig y del RcT en linfomas. Los linfomas
bigenotipicos L40, LS5 y LS8 fueron seleccionados para ejemplificar este tipo de
alteracion. EI DNA fué digerido con las enzimas que se indican e hibridado con sondas
para genes de Ig (A): J, (1), C (I1) y Ca(lll); y para el ReT (B): ReT B (1), ReTv () y ReT

4 (lll). Las flachas indican los rearreglos encontrados en cada muestra.
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Figura 8. Caracterizacién y alteraciones de c-myc en linfomas tipo Burkitt. (A)
Determinacién del estado de diferenciacién mediante el andlisis de los genes de Ig. Ei
DNA fué digerido con las enzimas EcoRl o BamH|, y analizado con: J, {i}, Cx (Il) y CA
(i1). Las fiechas indican rearreglos en los tumores. (B) Alteraciones dentro o fuara de los
exones de c-myc. Et DNA de los linfomas fué digerido con EcoRl (E), Hindlil {H) o Xbal
{X) y analizado con una sonda para el primer exén de c-myc. Linfocitos de sangre
peritérica de individuos normales fué utilizado como control (C). En L15, el fragmento
alterado con Eco Al (&) comigra con uno de los rearregios para Ji,.
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Figura 9. Localizacién del sitio de rompimiento de c-myc durante la translocacién
1(6;14). Ei DNA tumoral fué digerido con enzimas Gue se locakzan en el primer
axén/ntrén como Sac! (S), Xbal (X), Pstl (Ps) o Pvull (Pv), y analizado con una sonda
para o primer exén de c-myc. Como tejido control se utikzé DNA de un seminoma (N).
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Figura 10. Mutaciones en 8l primer axén de ¢-myc. En los linfomas L3, M19 y M20
existen mutaciones que afectan el sitio Pvull dentro del primer exén, ¢l cual se pierde,
con lo que se genera un fragmento de 1.7 Kb (indicado por las flechas). En el M13 un
fragmento anormal de 2.8 Kb es identificado. Como controles se utilizo linfomas B-T
(L55), tumores no hematolégicos como seminomas (S) o el DNA de individuos normales
(N).
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Figura 11, Expresién de c-myc en linfomas tipo Burkitt. La expresién fue analizada
por medio de Northern con un ¢ONA del segundo y tercer exén de ¢c-myc como sonda.
Una expresidn elevada fue observada en L15, M19 y M20.
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Clinical, histologic and genetic characterization of
non-Hodgkin’s lymphomas in mexicans

Abstract
We describe the 1eal distrih
histological and moleculsr ch istics of 32

cases of NHL. Staging of the NHL was made
according to conventionally accepted schemes.
Histologically the NHL were classified in grades
following the criteria defined by the Working
Formulation. Rearrangements in one or more Ig or
TcR receptor genes were detected in Southern
blots and allowed us to determine the ceil type
and stage of dilferentiation. Serological analysis of
26 serum samp fed the exi of
antibodies against EBV epitopes; eight of these
patients carried viral sequences in the wmor
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En este articulo describimos la distribucién
anatémica, las caracteristicas histologicas y

T-cell

* Centro de Pasa ¢l Di
instituto Nacions! de Cancerologia.

Palabeas clave: LNH, inmunogiobuling,
leceplol célula T,

Introduction

NowHod.kln (1 Ivmphomu (NHL) develop from
hoid cells and
have been considered mmon of the immune
system.! These tumors originate and disseminate
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NHL may develop and constitute a major
complication in immunosuppressed patients.$
Furthermore, some varieties of NHL with distinct
geographical distribution have been described.*-*

Non-Hodgkin's lymphomas have been and
continue to be classified in grades taking into
account the clinical course and histologicat
criteria.? Furthermore, the use of monoclonal
antibodies in lymphoid leukemias and NHL was a
ml)or contribution in the con'ormallon of

pes which all d the

discrimination between B and T lymphocytes.
However, antibadies against B-cells often show
cross reactivity with other cell types and those
reacting with T-cells have limited use as markers
tor clonatity i1t

Some of the problems mentioned above have
been solved by the identification and
characterization of rearrangements within gene

es coding for i lobulin chains {1g)

or T-cell receptor (TcR) subunits. 1 In theory,
the repertoire of 1g or TcR molecules is limited
only by the number of B-cell clones which are
produced by the bone marrow or that of T-cells
maturing In the thymus.!'" Due to the fact that
most NHL are monoclonal proliferations, the use
of techniques in molecular biology has improved
the capacity to disceiminate between these
tumors and nowmllignanl expanslons Bis.0-0

in this work we d samples obtained

were reviewed and diagnosed by a group of
pathologists, independently and then together in
order to abtain a consensus, using the
terminology of the Warking Formulation

B P Pomical staining

tdentification of malignant 8 or T
lymphocytes in fixed tissue sections was made
using specific monoctonal antibodies (1,26 or
UCHL-1 Dako Corporation, Carpinteria, CA).

T i for i idase studies have
been described in detail elsewhere.®

Serological studies

Serum samples obtained from 16 patients were
tested for the presence of antibodies against
different antigenic determinants of €8V, Nuclear
antigen (EBNA) of EBV was detected by
ence test; 1gG
and IgM against viral capsid antigens (VCA) and
lgG agams! early antigen (EA) by indirect

e (Gull Lab. ies, Salt Lake
City. Utah). The presence of HIV anl:genlc
determi was ir d by a

y aggl
with SERODIA-HIV (Miles Laboratories, Tokvo]
Negative control sera was obtained from five
healthy donors and five patients with non-

hem

from 32 patients with NHL. The purpase of this
investigation was to use genetic molecular
techniques to identify the cell type{Bor T
lymphocytes), the stage of differentiation {i.e. pre-
B vs B) and the existence of Epstein-Barr (EBV} or
human T-cell lymphotrophic (HTLV-I) viral
sequences within the genome of the cancer cells.
A correlation between the age, extension of the
disease, histological types and genetic findings is
presented.

Materials and methods
Patients

Thirty two patients with NHL aged 16 or older
from four different hospitals in Mexico City were
imcluded in this investigation. Of the 32 patients,
13 were males and 19 female whose age ranged
from 16 (o 90 years {median 58,5 years), Access to
the clinical cords was possible in 29 cases.
Clinical staging was done retrospectively using
the anatomic site-clinical stage correlations
suggested at Ann Arbor®? or the TNM system
proposed at the cutaneous T-cell lymphoma
workshop # Selected samples of surgical matertal

La Revista de Investigacinn Clinica

I malignancies.
Cells

Raji, a cell line derived {rom a patient with
Burkitt lymphoma, was obtained from the
ATCC.3 HUT102, a cell line infected with HTLV-I,
was obtained from Dr. Callo.® Culture medium
used for propagating the cell lines (37°C;
humldllled 5‘36 COy-air) was RPMI 1640
s, d with 10% heat-inactivated fetal
calf serum, 1 mM L-glutamine, and 1% of the
following: non-essential amino acids, sodium
pyruvate and a combination of antibiotics (all
these products were obtained from Gibco, Grand
Istand, NY).

DNA isolation, Southern and slot blots

High molecular weight DNA was isolated by
standard procedures from tumor samples
obtained from peripheral blood (PBC), biopsies or
in the autopsy.?! For Southern blots, DNAs (10 ug)
were cleaved with appropriate restriction
enzymes under conditions recommended by lhe
manufacturer (Amersham, Aylesbury,
Buckingamshire), and electrphoresed on 0.8%



agarose gels. The DNA was denatured in situ and
fered to nitrocellulose filters (Schieicher &
Schuell inc, Keene, NH) according to the
procedure of Southern™® Prehybridization was in
25 mM KPO, 5X SSC (1X SSC is 0.15 M NaCl,
0.015 M sodium citrate), 5X Denhardt’s soluti
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subclassitied as immunoblastic sarcomas (IS} and
two as small non-cleaved cell lymphomas (SNC).
The d is of i diate grade mal
lvmphomas was made in 11 cases. Diffuse mixed,
small and large cell malignant lymphoma (MSL)
inated within this group (7 of 11). Two

(1X Denhardt's is 0.02% bovine serum albumin,
0.02% Ficoll, 0.02% polyvilnypyrrolidone), 0.5%
NaDodSO,, 50 xg/ml of denatured salmon sperm
and 50% formamide. Hybridization was in the
same solution but supplemented with 1%
NaDodSO, and 10% dextran sulfate. The blots
were hybridized for 12 h with 5X 10 cpm of nick
translated ¥P-labelled DNA fragments per mL.
Washing conditions were: once in 2X SSC, 0.1%
NaDod50, at room temperature, and three times
with 0.1X $SC at 50°C. DNA fragments wem
isolated from plasmid subch of or

were small cleaved cell tymphomas (SCC) and
two large cleaved cell lymphomas (LCC). Three
low grade malignant lymphomas were
subclassified as follows; small lymphocytic (SL),
follicular, predominantly small cleaved cell with
sclerosis (FSCS) and follicular mixed, small
cleaved and large cell (FSCL). Three cutaneous
malignant lymphomas, two of which were
Mvcnsls lunsmdes (L8 and L10), were
a8 d by the of

small nnd large cells. Furthermore,

H icity was d d in two. Two primary

G¢DNA clones and were electropheresed through
low melting point agarose prior to extraction.
Filters were exposed for several days at -70°C to
X-OMAT K film (Kodak, Guadalajara, Jalisco) with
an intensifying screen.

For slot hybridi the DNA les were
applied directly to nitrocellulose filters using a
Hybri-Slot Manifold (BRL, Bethesda, MD). The
remaining procedures were as described above.

DNA probes

tatni

gastric lymphomas were compased of a mixed
population of large and small cells. Finally, &
large cell malignant lymphoma of the femur was
also included (table 1).

Extension of the disease and staging

Extranodal dissemination was found in 64% (14
of 22) of primary nodulal iymphomas. The liver,
BM, skin, and different regions of the
gas!romlemnal tract were infiltrated more

DNA probes c § the following f
were obtained from Dr P Leder: 2 6 kb
BamH|/Mind!ll fragment cloned from the ] region
of the Ig HC® and a 2.5 kb EcoR| f

g !hln olher regions of the bodv
i ion was ob d in two

pati with ¢ ly a, one of which

specific for the Cx chain® EcoRI frag of 8

p a al mass. Another cutaneous

kb and 6.1 kb corresponding to the human C A 1
and C \ 2 genes respectively were provided by
Dr 8 Pollock. The a/8 TCR and r/d TCR were
probed with DNA fragments specific for the § .
(300 bp/8glli), v (1.6 kb/EcaRl) or & (1.5 kb/EcoRi)
genes M a1l of which were kindly provided by
D1 T Mak. Screening for EBV DNA seguences was
made with a 2.6 kb BstEIl fragment containing
oriP, a gift from Dr Sugden.® From Dr R Gallo
was an 8.25 kb Sac! fragment containing the
complete HTLV.| genome.® CMYC was
investigated with a DNA probe containing exons
1 (~60%) and 111.37

Histologic classification -

Twelve cases were diagnosed as high grade
diffuse malignant lymphomas. Ten were

I was restricted to left calf and foot but
mhll:almn of the lung was suspected by chest
X-rays. A NHL which infiltrated submentonian
saft tissues without detectable lymph node
involvement was diagnosed in one patient. In
three the lymph was localized to a
single region of the body, these being. midline,
thyroid gland and !ef( femut. In two gastric and
one ¢ it was not ible to
determine the mennon of the disease.

Staging procedures were made retrospectively
according to the Ann Arbor proposat in 26 cases
which had been subclassified histologically as
high, intermediate and low grade malignant
lymphomas. Sixty nine percent of the patients
were in stages Il! and 1V, 23% in stage Il and 8%
were in stage |. The TNM system prdposed at the
cutaneous T-cell lymphoma workshop was used
to allocate two cut yr
within stage 111. tnsufficient clinical data
prevented staging of two gastric and one
cutaneous malignant lymphomas (table 1),

Vol. 44/No. 2Abril-Junio, 1992
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Table 1. Clinicapathelogical characlarislics of 32 cases of NHL
N SEX ACE STACE HT
High CGrade
[ ) M “ vs SNC
s ¥ 78 1 5
Ls M L] ([[1) SNC
3 M @ 1HA s
L24 F 62 ne 15
(&1 F 7 B 15
L40 M 7 I 15
9 M L] B 15
[L3] F % (17 s
L8 M 70 Hia [}
L60 F 9 e 5
n F k np [
Intermediate Grade
[+ F o] s MsL
('3 F ss L\ ] SCC
(8 }3 F 52 v MmMSL
(A1) M 2 1] ] MSL
414 M % VA e
Le f 19 v MmM5L
(> ] f (1] w icc
L% M 7 Ve scC
164 M 13 13 MSL
166 F 67 8 MSL
o M » me MSL
Low Crade
imn M 8 VA FSCL
122 F [ v FSCS
(L1} M % s SL
Mixcetaneous 3
s M n VA
i ¢ n NC
110 F 5n 1)
L2 M % EA
0 F 1% NC
we L] “ NC
2) CN = case number. {b) Clinics! staging was made according to the Ann Arbor or TNM proposed systems of
tion; the preseace of B symptoms is spacified with capital lettens, (c) HT = histological type (see test).
Biochemical alterations Serological analysis

' ' ia was d din21
patients. Independent values of IgM (> 322
Ulml), 15G (>207 U/mL) and igA (>268 U/mL)
indicated that one or mote subclasses of Ig could
be responsible for this alteration. The irregularity
of the pattern observed with the different
subclasses of Igs was interpreted as suggestive

idence of ific clonal ions of
normal B-cells rather than being determined by
the lymphoma.
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Antibodies (IgC) directed against VCA of EBV
were detected in 13 of 16 (819%) serum samples
obtained from patients with NHL. Three of these
patients (L14, L15 and L49) probably carried
reactivated infections since their sera were
positive for antibodies against VCA (IgM) and EA.
Furthermore, a humoral response to EBNA was
detected in 115 and L49.

AIDS was diagnosed in one patlent (L49)
suffering from a lymphoma with extensive
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Figeoe 1. Septhien biot analysis of the erganiastion of ig and CMYC games in selected cases of

with S-coil NHL. Roarvangements wer dotectod slter digmtion of DNA

with SeoR) or Bauhil.

Nmm-ntmblmmmmhl mdml.ﬁcmcx(l).mcmc

(C). Controt

3¢ (L19) or somine-

ma(N). Amhudtphlwmnwdw&m Wlelhhﬂdo«hp‘m\h
position of Meadl!) iragments in Kb. For descrigtion of individual cases of NHL ase text and 1abies |

w2

dissemination to abdominal tymph nodes, rectum
and anal region.

Molecular biology of Ig and TeR
genes in lymphomas

The germinal configuration of ig and Tck
genes was detesmined in Southern blots using
DNA extracted from PBC obtained from nomul
individuals and from a non-lymphoid testi

HC and LC were rearranged, the tumcr was
produced by mature 8-cells (figure 1).

Eight T-cell lymphomas were identified by
changes in ganes coding for 8, y or § subunits of
the of the TcR (figure 2). In five cases, both TeRS
and TcRy am were nmm.-d. in two,

icted to TcRA, and in
the remnlnln. case, alkbou.h TcRA was
mmn'ed limited amounts of tumor DNA

tumor (semmuma) Tbc DNA was digested with
(Bambl, EcoRl or
lllll) and hvimdued with molecular probes
recognizing the HC (Ju). Cx or CA (exons ! and 1)
ig genes and those mecm: for TcRB, TcRyor
TcRé genas.

Rearrangement of Ig |enes resulted in the
appearance of one or more additional DNA
bands in the di y of 19 i
These changes were ch.uc(:nnl: of B—ce"
Ivmphomn(h.ure 1). In some cases, germlml
DNA ( f were mi
indi g that both che were
relrunued or alternatively, that one had been
deleted. Based on the molecular analysis, B-cell
lymphomas were subclassified in two main
categories depending on the number and type of
genomic rearangements. When only the HC was
involved, the genotype of the cancer cells was
equivalent to that of pre-B lymphocytes (figute 1
and table 2}. Qn the other hand, when both the

of TeRS and TcRy genes
{table 2). Allhou;h TcRS genes were In germinal
configuration, in five cases the intensity of the
bands was below that of the control DNAs. If
these changes ln mlemlly were the mult of
partial or
remains to be detumlmd
Five DNA les were
since rearrangements involving Ig and TcR genes
were found within the same tumor {figure 3 and
table 2). HC and TcR# genes were rearranged in
L40 and L66. Southern blots from L3, LS5 and L58
gave a pattern in which several Ig and TcR genes
were involved. To further characterize these
lympl tissue were lyzed with
monaclonal antibodies directed against B-cell
(L26} or T-cell {UCHL-1) antigenic determinants.
The results of these experiments revealed that
> 90% of the lymphocytes in L58 were B-cells
since they reacted with monoclonal antibody L26
but not with UCLH-1. On the other hand, clusters
of B or T-cells were observed in L9; however,

i elardy 1

Val. 44/No. 2/Abriljunio, 1992



28 VOrtega y cols.

1.1 Y
ss8as, 18,

2. Southern bict analysis of the organization of TcR genes in sriected cons of patients with
Tcoll NHL DNA was extracted from tumor ceils, digested with EcoR! or BasmH I and hybridiced with
molecular probes containing sequences specific for one of the following genes: TcRA (AL Tchy (8) and

Tekd (C). Control DNAs showl:

ware extracted from

i geeminal

ng
B-cail lyrmphomas (L16, 149, L23 and L24) and a seminoma (N). Arrow heads point to rearranged DNA
fragments. Numbers 1o the left of each gel represent the position of \indi() fragments ln Kb, For de-

talls soe tont and tables 1 and 2.

these clusters were small and distributed
domly. None of the b p

tumors contained cells reacting with the

monoclonal antibodies used. .

Genetic changes Invoiving CMYC

To determine if CMYC was transiocated,
amplified or both, we used a molecular probe
containing the second and third exons of the
gene. With one exception (L15) CMYC was
unchanged in afl the samples investigated. It
most be pointed out that the genotype of the L1§
patient was similar to that of endemic Burkitt
lymphomas. The cancer cells were pre-B
iymphocytes, harboring EBV sequences and a
chromosomal translocation affecting CMYC
(figure 1C). .

identification of _vinl DNA sequences

EBV was detected with stot blots in 32% (6 of
19) cases albeit with different intensities (results
not shown). None of the DNAs extracted from

La Revista de Investigacion Clinica

T-cell Ivmphdmn tested with a probe for HTLV-
gave a positive signat.

Discussion

The use of techniques in molecular genetics in
dicine has d the und ding of

hani

basic which are d in the
genesis of disease.™® In particular, some of these
methods have proven of great utility in the
diagnosis and diff | diags of
hematological cancers.®- In this paper we have
used an experimental approach to discriminate
between B and T-cell lymphomas, to identify the
stage of cell differentiation, genomic changes in
CMYC and the existence of viral sequences in the
genome of the cancer cells.

To discriminate between B-ceil and T-cell
lymphomas, DNA extracted from neoplastic
tissues was analyzed in Southern blots with DNA
probes hybridizing with either Ig or TcR genes.
The sensitivity of this method (A1%) allowed us
to study samples in which the neoplastic cells
were not the predominant component.
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Tobla 2. Gonalype of NML
N HC Cx [«] TcRE  Tely Terd v ciu
8Cell lymphomas
u L c C C ND* ND - prel
L R R [ [+ ND ND - [}
1) L] [ c* [4 ND ND - L]
(] R [ ND [+ ND NO - prell
ur L] c c < ND NOD - preB
wm [ L] [ [ ND ND - [
us ] ] [ c ND ND - ]
us L} c G [ ND ND + praB
116 L3 L] G [} ND ND - [
w L] L] [+ < ND ND - [ ]
[F3) R L} [ [ G [ - [
[} L] L] G G G [ + [ ]
s L3 [ [ [ NO ND - b
i & L) c [ [ [ - ]
L L] R ND [ ND ND + [ ]
[L1) r [ c [ ND ND + preB
140 L] ] G c ND NO - »
i L] L3 ND [+ [+ [ +
Lo R [ ND G G 4 + .
TCell lymphomas
e < -] c L} c G - T
ue G G c L] L] o - i
[3F] [ [ G ] [ G - T
[F.] < ND ND ® NO NO - T
o [ [ ND " r [ - T
s c G [+ ® R [ - T
L6 G [ ND ] ] c - 1
n 4 c ND L] 1] [ + T
Bigenotypic hymphomas
19 L3 R [ [ ] a [+ - [ 24
o ] c G [ G c - BT
138 [ ] ® [ ] ] L] [ ] - [ 24
e R [+ R R [ R - [ 34
(L] R G ND ] < [+ + prelT

Toble 2. (s} A = rearranged genes. () G = genes In germinal configyration. G* defines the presence of genes
germinal configuration bus with reduced intensity in the autoradiograph as compared to the controls. () ND = not
done,

Recombination events within lg genes without
changes in the germinal pattern of TcR genes are
characteristic of nearly all normal and malignant
B-celly®4 Part of the B-celi differentiation

of n

thus, ieukemia and lymphoma celis may be of .
either pre-B or B-cell origin 98
The majority (59%) of the lymphomas in this
studv were :1 preB-cell or B-cell origin as
y S

program is given by the ial
of ig genes. The first genomic changes occur in
one or both HC genes and these are followed by
equivalent events in LCx genes, If the
rearrangements of the x genes are not
ductive, LCA genes und in
ordet to render the cell camb!e of synthesizing
an Ig. Malignant mnsformallon may occur in
early or advanced stages of diff and

hetn blots of ic DNA
digests with EcoRl, BamH! and Bgiil. Thirty seven
per cent (7 of 19) were pre-B-cell lymphomas and
although the number of cases is limited, it should
be emphasized that this subtype predominated (6
of 7) among patients aver 50 years {(median: 66},
On the other hand, mature B-cell lymphomas
(6]%) dld not show a tendency In relation to age,
h the median was 62 years.
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Pigure of NHL L40, (.55, LSS and L61 (control) wete
selected for the configuration of this figure. Panel A shaws rearrangemant of (g geaes: Jy (1), CK
{I1) and CA (11} Paned B shows rearrengsmant of TR genes: TCRA (1), TeRy (H) and TclB (1)),
Artow hagds poit to rearranged DNA fragments. Numbers to the left of sach gel reprasant the
position of Niblmdl1t fragments in Kb. A more detalled analysis of these cases is prasented In the
test and tables Tand 2.

3.l
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There were no clear cut differences in relation
to the clinical stage and histological type
between pveB and B-cell primary nodular

with one ton (L22),

lli were d“'uu NHL. Furthermore, 7 of 9 high
grade B-cell lymphomas were diagnosed a3
dl"uu lmmunoblntic sarcomas wuh

toid diff tation. The p inance
of diffuse and in particular of this hli'olo.lcal
subtype among high grade lymphomas in this
series is in agreement with the lrequency
d d at different d of logy in
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the vicinity of the HC enhancer have been
described in endemic and, less frequently, in
sporadic forms of Burkitt lymphoma ®-® Because
of this, a synergistic effect between EBV and
CMYC has been proposed in the etiology of this
variety of lymphoma® The assoclation is a rare
finding in other types of NHL, except perhaps in
those arising in immunosupressed patients %8
Our results are in agreement with the daté
presented in the literature since only one patient
{L15) with a diffuse immunablastic sarcoma had

Mexico City (44 and unpublished results).
Although we do not have a satisfactory
explanation for theu oburvnlonn, itis ponlbln
that | and/ot socio-
conditions may have played a role and should be
considered with more attention in the future.
Clrculating antibodies against the VCA of EBV
were detected in 81% of 16 patients with B
lymphomas investigated. Of these, three were
pre-Bcell, seven B-cell, two T-cel! and one
bigenotypic lymphomas. On the other hand, EBV
DNA was detected in eight lymphomas albeit
with different intensities (table 2). The
coexistence of a humora! response against EBYV
and the of viral was d

an equi type to that of Burkitt's
tymph B ion of CMYC was not
Invenlnled in this worﬁ changes in mRNA
stability or enh d levels of p
cmnot be ruled out as po!mtlal mech-nhrm

tved in malignant

Antigen rec by T-cells is ble due
to uu pmence of npecllllxed receptors on the
® T.cell y is the result

of a series of genetic remmlemenu closely
related to those of Ig genes in which conserved
DNA sequences and possibly the same
Y are | hough
T-cells express only one type of receptor on the
cell membrane, either TcR a/f or TcR -yls,
follow a pred ined order in

in L1S, L24 and L49 all of which were of B origin.
On the other hand, neither antibodies nor EBV
sequences were detected in LS, L22 and L23,
Epidemiological, clinical and experimental data
wppon an active role of BV in
ymphomagenesis ¥ The failure to demomlme
uv DNA in the cancer cells of

which all the genes are involved.® The majority
of mature T-celis carry TcR a/f and only a small
percentage of the population TcR 4/4. The latter
type of cells has distinct tissue distribution and
may be involved in specific T-cell responses®
Soullmn blots of DNA extracted from T-cell

patients could be determined by at least three
different reasons: (a) infection by EBV is not a
p isl lor the I of NHL; (b) our
i ditions were not i
enoulh to detect variations in the number of
copies of vlul genome per cell depending un the
(c) a prepond of EBY

negative celll ina mnzed population in which
chromosome segregation may have been
responsible for the loss of the viras.

The high freq y of individual

d that TcR ¥ and TcR 4 genes
\vem rearranged in six of seven cases. These
findings probably reflect the sequential order
which has been described during T-cell
maturation in which of the two forms of
receptors, TcR /8 is the first to be rearranged.
In one case with a history of Mikulicz's
syndrome (L12) we did not find evidence of
rearrangement in TcR /8. T-cell lvmphomn of
the salivary glands are very rare entities;®
:unsequenllv a cmrelatlun between the benigh

in this investigation may have been the
consequence of previous infections by EBV and
not necessarily should be related to the
lymphoma. In support of this proposal it should
be mentioned that negative controls for EBY
serological nudles wete difficult to delect WIlhm
the popul of pati and

the hospital. Carefully designed logical

helial lesion d d in the parotid
nland and the development of lymphoma remains
to be determined.

Bigenotypic lymphomas were detected in
patients over 60 years and doserve special
attention. Three possible explanations for the
complexity of the genotypes are: (a) the tumors
could be either B or T-cell lymphomas in which

b

studies are needed to embllsh the frequency of
infections by EBV in our country,
Infection by EBV and translocation of CMYC to

I tecombi avents have taken place;
{b} the cell population was composed of B and T
malignant lymphocytes; and [c) extensive
infiltration by monoaclonal reactive non-malignant
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. Penn 1. Tumors of the immunocompromised patient
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a-lymphoma and us familial
clustering. Int | Cancer 1965,15:749.51.

Araki K, Kohakuta M, Yunoki K, et al. The third nation-
wide study on adult T-cell leukemia/lymphoma (ATL} in
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Hodgkin's lymphoma pathologc classification project
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. Jafte ES. The role of immunophenotypic markers in the
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a unlquc clonsl markers in human lvmphald
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gene reartangement as &
fymphoma. Proc Natl Aca:
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S}. Rearrangements of genes (o the antigen receptor on
T cells as markers of lineage and clonality in human
lymphoid neaplasms. N Eng! | Med 1985,313.776-83.

. Minden MD, Tovonags 8, Ha K, et al. Somatic

rearsangement of T-cell antigen receptor gene in human
T-celt malignancies, Proc Natl Acad Sci USA

Flug F, Pelicei PG, Bonetti F, Knawles DM, Dalla-Favera
R. Tcell receptor gene rearrangements as matkers of
lineage and cionality in F-cell neoplasms. Pro< Natl
Acad Sci LISA 1905,02:3400-4.

Alt Fw, Blackwell TX, Yancopoulos GO Development
of the primary antibody repertoite. Science

von Boshmer M. The developmental biology of T
Iymphocytes. Ann Rev Immunol 19886 J09-26
Willlams ME, Innes D), Horowitz M|, et al
Immunoglobulin and T cell receptor gene
cearrangements in human lymphoma and leukemia
Blood 1987.69.79-86.

Shlar |, Weiss LM. Applications of anligen receptor
.me teatrangements to the diagnosis and

of lymphoid Ann Rev Med

Griesser H, Thachuk D, Reit MD, Mak TW. Gene
rearrangements and translocations in
Iymphoproliferative diseases Hlood 1989,7.1402-15
Carbone PP, Kaplan HS, Musshoff K, Smithers DW,
Tutwana M. Report of the commitee on Hodghin's
duease slaging classification. Cancer Res 1971.31:1860-
1

Ilymphocytes was ble for the bined 4
genotypes.

The electrophoretic pattern of 140 and 166 5.
Indicates that these tumors may in fact be pre-B- nn
cell lymph with ab Y 6 .
TcRA. These events are not uncommon in adult T-cell teuke,
immature B-cells and have been described in
normal and malignant [ymphocytes.# The fact 4
lhll TcRy and TcRE genes wete In |erm|nnl

this i

nllhoulh the cancer cells did no! react with a
D-coll specific monocional anhbody L26. a

rear in
immature B lymphocytes hut could be detected 9
in 8-cells with the use of molecular a )
immunological techniques in LS8. Finally, &
gastric lymphoma (L9) and an aggressive nodular
lymph {L55) may be biclonal tumors or
alternatively infiltrated by monoclonal reactive 10.
nor-malignant lymphocytes.

From our results it became apparent that n
individuals over 50 years tend to develop pre-B
md bigenotypic lymphomas with a hllher 2 1990,17:11-9.

y than younger people. Ab o
d genes are 3 finding In
patients with acute lymphobl leuk
lﬂd hlve been ducribed in cutaneous T-cell b
lymp l P To our
knowled has not been “
described In me eldpvlv, although chromosomal
alterations tend to increase and accumulate with
age® One is tempted to suggest that aging could
be a predisposing factor in which malfunction of 1
the immune system may prevent an effective
control of emerging immature neoplastic clones. 1985,82:17247.
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ABSTRACT

This report describes a clinical case of a large cell,
immunoblastic plasmacytoid malignant B-cell lymphoma of the rectum
in an AIDS patient coinfected with HTLV~I. The malignant cells
shoved clonal genetic rearrangement of the HC (Jy) and LC," genes.
Infection by EBV was demonstrated serologically and with slot blots
using genomic DNA of the cancer cells. Southern blot analysis with
DNA extracted from the lymphoma cells were negative for HTLV-I. The
patient received seven cycles of VACO-B which induced complete but
transient clinical remission of the tumor. The final outcome of the

patient is unknown.

KEY WORDS: NHL, AIDS, COINFECTION, HTLV-I



LINFOMA B PRIMARIO DEL RECTO EN UN PACIENTE COINFECTADO
POR HIV-1 Y HTLV~I

RESUMEN

Este articulo describe el caso clinico de un enfermo con SIDA
coinfectado por HTLV-I que desarrollé un linfoma B del recto,
variedad sarcoma inmunoblastico con diferenciacién plasmacitoide.
Las células malignas mostraron arreglo clonal de los genesg de las
CP (Jy) y CLy . La infeccién por el VEB fué demostrada
serolSgicamente y por hibridacién de un monitor especifico con el
ADN genémico de las células cancerosas. No se detectaron secuencias
de HTLV-I en el seno del tumor. Una remisién clinica completa, pero
temporal, se obtuvo con siete ciclos de VACO~B. El enfermo abandond

el tratamiento y la sobrevida se desconoce.

PALABRAS CLAVE: LNH, SIDA, COINFECCION, HTLV-I
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INTRODUCTION

The lymphotrophic retroviruses HTLV-I (human T 1ynphotropriic
virus type I), human immuncdeficiency viruses 1 and 2 (HIV-1, HIV~
2) infect predominantly CD4* T-cells and have been shown to be
responsible for distinct nosological conditions (1-6). However,
important differences in their mechanisms of action have been
‘described. HTLV-I induce cellular regulatory changes which may be
oncogenic (7, B8). On the other hand, HIV viruses are cytopathic and
‘alter immune regulatory circuits (9, 10). Both, HTLV-I and HIV
viruses follow similar pathways of transmission and perhaps because
of this, coinfaction may occur in high risk groups (11-14).

In this article we report a case of a patient with AIDS, B~
cell non-Hodgkin's lymphoma (NHL) and seropositive for HTLV-IX.



CASE REPORT

A forty nine years old male was admitted to the Instituto
Nacional de Cancerologia in August of 1989 because of a rapidly
growing and painful rectal tumor accompanied by fever, night sweats
and weight loss. The patient was a widower from Acapulco,'Hexico,
who denied homosexuality and iv drug abuse (IVDA) but acknowledged
female prostitutes as sexual partners. Three years before
admittance he was surgically treated for a rectal abscess.

Physical examination revealed a cachectic middle aged male,
with hepatomegaly and a firm nontender mass (10 cm) in
hypogastrium. In the perineal region a firm, ulcerated and very
painful tumor (8 X 7 cm) was detected. Hypochromic anemia (Hb 8.7
g/L) and increased LDH (1300 U/L) were present. High levels of
seric gammaglobulins were detected by electrophoresis and further
substantiated when independent values of IgM (13.8 g/L), IgG (60.2
g/L) and IgA (4.3 g/L) were determined.

Abdominal CT scan showed a tumor which infiltrated ileum and
rectum; involvement of retroperitoneal lymph nodes and liver was
also detected (Figure 1). A biopsy taken from the anal region
diagnosed a high grade, large cell, immunoblastic plasmacytoid
lymphoma (Figures 2A and 2B). The bone marrow was infiltrated by
malignant lymphocytes. Clinically the lymphoma was in stage IVB
according to the Ann Arbor scheme (15).



To determine the cell type, DNA was extracted from the tumor
and analyzed in Southern blots. The distribution of DNA bands
showed rearrangement of the heavy chain (HC) and x light chain (LC)
immunoglobulin genes (Figure 3A and B). The genes coding for A LC,
and the 8, ¥ and § subunits of the T=xcell receptor (TcR) were in
germinal configuration. These results clearly demonstrated that the
cancer cells were mature B lymphocytes.

The presence of circulating antibodies against HIV-1 antigens
was demonstrated by ELISA and Western blot (Figure 4A). The
clinfical, pathological and immunological findings indicated that
the patient had developed AIDS. Additional serological tests
revealed the presence of 1gG antibodies against Epstein-Barr virus
(EBV) capsid protein (VCA), early antigens (EA) and nuclear
antigens (EBNA). Furthermore, EBV type A DNA sequences in the
genomse of the tumor were detected by slot blot hybridization
(Figure 3D). Unexpectedly, positive reactions to HTLV-I antigenic
determinants were obtaincd by ELISA, Western blot and
immunoprecipitation of radicactively labelled viral proteins
(Figure 4B and C). However, HTLV-I DNA was not found in Southern
blots of the genome of the cancer cslls (Figure 3C).

Chenotherapy with VACO-B (adriamycin 80 mg and
cyclophosphamide 560 mg on week 1, and vincristine 2 mg and VP-16
160 mg on week 2.) was initiated in September 1989. After two

weeks, the treatment was discontinued because the patient



developed pnsumonia by Phnsumocystis carinii. This complication

was treated succesfully with trimethoprim-sulfamethoxazola (15mg/Kg
and 75mg/Kg raspectively IV po g6h) allowing reinstallment of
chemotherapy after two weeks. Complete clinical remission of the
tumor was achieved after seven weeks. However, the patient failed
to attend the hospital until the end of November. At the time of
readmission the rectal tumor had recurred and disseminated to the
inguinal lymph nodes and skin. Several attempts to reinitiate
Chemotherapy were unsuccessful because the patient could not atford
travelling expenses between Acapulco and Mexico City. The final

outcome of the patient is unknown.



DISCUSSION

The case presented in this article corresponds to an AIDS
patient who consistently denied homosexuality, IVDA or blood
transfusions. Pathology and molecular genstics studies revealed
that the tumor was a high grade B-cell NHL harboring EBV sequences
in the genome. Another important finding was the presence of
antibodies against HTLV-I antigenic determinants in the serun of
© the patient.

Like other immunosuppressed patients, those infected with HIV
tend to develop Kaposi sarcoma or NHL (16-18). The majority of NHL
are high grade B-cell neoplaasms, often extranodal and may be
associated with FBVY (19, 20). Some of the sites which are
preferaentially affected are the brain, rectum, lung and skin. In
this respect, the immunological and molecular observations made in
this patient are in agreement with the data discussed above.

In the early stages of HIV infection non-specific polyclonal
B-cell oxpariuonn and hypergammaglobulinemia have been described
(21, 22). Some of the mechanisms which have been proposed in the
genesis of these abnormalities are: activation by vira) agents such
as EBV and cytomegalovirus (CMV) (20, 21), direct mitogenic effect
of HIV or through the presence of diffusible products (22).

It should be emphasized that a potential role of EBV in the
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genesis of lymphoma has been suggested on the basis of clinical
and experimental data. First, neoplastic cells from the African
form of Burkitt lymphoma contain EBV (23). Second, infection by
this virus may result in polyclonal activation of B-cells (24).
Third, in AIDS, infection by EBV and. disruption of T-cell
regulatory circuits may alter immune surveillance mechanisms and
facilitate the development of neoplasia (25). Finnliy, some strains
of EBV have the potential to transform lymphoid cells in vitro
(26).

Other mechanisms relevant for the development of B-cell
neoplasms, and in particular for lymphomas have been published by
different groups. For example, the human B-lymphotrophic wvirus
(HBLV) and the pleiotropic effect of CMNYC translocations (27, 28)
Of these two, we investigated CMYC and found it in normal gencaic
configuration (results not shown). This negative result does not
rule out the possibility that increased rates in the level of
transcription or unusually stable CMYC mRNA may have played a role
in malignant transformation.

coinfection by HIV and HTLV-I is not uncommon in countries
endemic for the two types of viruses and occurs predominantly in
individuals which are prone to develop AIDS (14, 29, 30). It must
be emphasized that the specificity of the humoral immune response
is not affected by coinfection (31). However, since the two viruses

selectively infect cba* T-cells and the cutcome of the
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infection is significantly different, the characteristics of the
cellular immune responss remain unclear,

A synergistic effect between the two viruses vas detected in
vitro since cells infected with HTLV-I vere more susceptible to be
lysed by HIV (10). Coinfection is ralatively common in sonme
countries (29, 30', 32, 3)); however, only a few cases of coinfected
individuals with hematological dliordon have besn published. Of
these, two developad adult T-cell leukenia/lymphoma (ATLL) (34, 35)
and two T-cell lymphocytosis (36, 37).

Our results confirm that infection by HTLV-I, even in
immunosupressed patients, do not hccuu:ily lead to the
development of ATLL (29, 30, 32, 13). In fact, the
clinicopathological findings in this case were those of AIDS. It is
possible that coinfection by HIV-1 and HTLV-I was the result of
independent events. Therefore, if the time of infection was an
important factor in the development of AIDS and not of ATLL, we
would like to suggest that HTLV-I was acquired at a later time.
Assuning that T-cells infected by HTLV-I infiltrated the tumor
sample, our failure to detect them may have baen determined by the
limited sensitivity (“1%) of the method used in this investigation.
furthermore, since this patient did not have a history of
travelling outside the country and because individuals infected by
HTLV-I have already been detected in Mexico (38), it may be

possible that more cases will appear in the future.
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Prospective studies including serological and molecular genetic
techniques should be of great value to determine the existence and

rate of disemination of this virus.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. The CT scan shows the presence of an obliterating tumor

of the rectum.

Figure 2. High grade, large cell, immunoblastic plasmacytoid
lymphoma (H&E stain A:40X and B:100 X).

Figure 3. Genomic analysis of lymphoma cells. Panels A and B show
the autoradiographs of Southern blots (39) made with control (C)
and lymphoma DNA (P) digested with BagHI (B) or EcoRI (E) and
hybridized with HC (J,) and C,x molecular probes (40, 41).
Rearranged DNA fragments are indicated with arrows. Panel C shows
digests with 3agI of DNA extracted from lymphoma cells (P), a non-
lymhpoid tumor (,C) and HUT102 cells (,C) hybridized with the HTLV-I
probe (42). Panel D shows slot blots of DNA extracted from the
patient (P), Raji cells (,C) and from normal PBMC (,C) hybridized
with the EBV probe (43).

Figure 4. Serological analysis. Western blot was used to detect the
presence of antibodies against HIV (panel A) and HTLV-I (panel B)
in the serum of the patient (P); positive controls were included
(C). Pansl C shows immuncprecipitation of radiocactively labelled
HTLV-I proteins with serum from the patient (44).
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