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1. GENETICA DE LOS LINFOMAS NO HODGKIN B

Las traslocaciones que alteran la regulacion génica

Los linfomas no Hodgkin de células B (LNH-B) constituyen un grupo de
enfermedades con una gran variedad a nivel celular, molecular y clinico (laffe E.S.
2001). A pesar de esta heterogeneidad, los diferentes subgrupos de LNH-B comparten
una caracteristica esencial, que es la presencia de una traslocacién cromosdémica que
afecta a uno de los genes reguladores de las inmunoglobulinas (1Gs) (Rowley 1999;
Willis and Dyer 2000; Dyer 2003). La traslocacion es la consecuencia de errores que
ocurren a nivel molecular durante el proceso natural de diferenciacion de los linfocitos
B, pudiendo suceder en cualquiera de los estadios evolutivos de las células B. En primer
lugar, los precursores de células B sufren un proceso de diferenciacion en la médula
Osea para formar e receptor celular B (BCR). Este proceso contempla el
reordenamiento molecular de los genes reguladores de las IGs (IGH, IGK, IGL),
mediante la recombinacion V(D)J, que implica la produccion de rupturas de la doble
cadena de ADN. Ocasionalmente, estas rupturas en e ADN no se reparan
correctamente, dando lugar a una traslocacion cromosdmica. En €lla, la secuencia
reguladora normal de un determinado oncogén se sustituye tipicamente por un elemento
regulador inapropiado procedente de los genes reguladores de las IGs, lo que dtera la
expresion constitutiva del oncogén correspondiente. Los ejemplos méas representativos
son la traslocacion entre los cromosomas 14 y 18 en el linfoma folicular (LCF), que
afectalos genes IGH y BCL2, (Bakhshi, Jensen et al. 1985; Cleary and Sklar 1985) y la
t(11;14)(g13;932) en € linfoma de células del manto (LCM), que afectaa gen CCND1
codificante de laciclinaD1y alGH (Rimokh, Berger et al. 1994). Estas traslocaciones
cromosdmicas pueden ocurrir en € proceso temprano de la diferenciacion delacélulaB
(antes del reordenamiento Dy-Jy), aterando por lo tanto a una célula ‘naive’ inmadura,
como sucede en la mayoria de casos de LCM. También pueden aparecer méas adelante
en € proceso, tras €l paso de la célula B por €l centro germinal, de igual manera que
ocurre en €l LCF. Sin embargo, la t(14;18)(g32;9g21) puede acontecer también en una
célula B pregerminal, pese alo cual ésta continta € proceso de diferenciacion y entra

en el centro germinal, donde sufre el arresto postgerminal que inicia la transformacién
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neoplésica. En el centro germinal, suceden dos nuevos procesos de remodelacion del
ADN: larecombinacion de las IGs *class-switch’ (CSR) y la hipermutacion somatica de
las IGs (SHM) (Liu, Joshua et al. 1989; Liu, Malisan et al. 1996). Ambos procesos,
CSR y SHM, generan nuevamente rupturas en el ADN que pueden por lo tanto dar
lugar otra vez a una traslocacion cromosdmica. Un clésico giemplo de un error durante
la SHM es la t(8;14)(g24,;932) caracteristica del linfoma de Burkitt endémico, donde €l
oncogén MYC se fusiona con secuencias de la region de IGH variable conteniendo
mutaciones somaticas. Por e contrario, en € linfoma de Burkitt esporadico y en €
mieloma muiltiple, las traslocaciones cromosomicas afectan a puntos de ruptura en las
regiones ‘switch’ del gen IGH, indicando un proceso andmalo de CSR (Pelicci,
Knowles et al. 1986; Neri, Barriga et al. 1988). Las alteraciones oncogeénicas resultantes
de las traslocaciones pre y postgerminales son funcionamente heterogéneas, vy
dependiendo del papel de los genes afectados resultan bien en un aumento de la
proliferacion celular, bien en el bloqueo de la diferenciacién celular, o aternativamente,
en la supresion de la apoptosis. Cualquiera de estas aternativas conducen a la

trasformaci 6n neopl asica.

Sin embargo, el acimulo de otras ateraciones genéticas de forma secuencial es
generalmente necesario para €l desarrollo del linfoma. De hecho, los ratones
transgénicos de BCL2 y CCNDL1 no desarrollan espontdneamente linfoma (McDonnell
and Korsmeyer 1991; Lovec, Grzeschiczek et al. 1994). Ademés, se han descrito células
portadoras de la t(14;18)(g32;g21) en la sangre periférica de sujetos sanos que no
presentan linfoma (Summers, Goff et al. 2001). Estas anomalias gendmicas adicionales

afectan a dos tipos de genes:

e oncogenes, que resultan activados por mutacion, traslocacion o amplificacion
gendmica, y codifican proteinas que promueven la proliferacion celular; y

e genes supresores tumorales, que presentan disminucion de su actividad a
consecuencia de delecion, mutacion o silenciacion epigenética, y codifican
proteinas que regulan los procesos de apoptosis, control del ciclo celular,
proliferacion y diferenciacion celular, y reparacion del ADN (Hanahan and
Weinberg 2000)
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Linfoma Gen Funcion Alteracion Frecuencia
LCF BCL2 Inhibicién de la apoptosis. t(14,;18)(932;921) 70-90%
FCGRIIB Diferenciacién de células B en CG. t(1;22)(g22;q11) <1%
LDCGB BCL6 Diferenciacién y activacion de células B, t(3;N)(g27;N) 30-40%
inflamacién, control del ciclo celular e inhibicién
de la apoptosis.
BCL2 Inhibicion de la apoptosis. t(14,;18)(932;921) 20%
MYC Diferenciacion y metabolismo de células B, t(8;14)(q24;932) 80%
adhesion, control del ciclo celular e induccién de 1(8;22)(g24;q11) 15%
apoptosis. t(2;8)(p12;q24) 5%
BCL8 Funcioén desconocida. t(14;15) (932;q11-13) <1%
IRTA1 Homologia con receptor Fc. t(1;14)(g21;932) <1%
NFKB2 Factor de transcripcién con diferentes funciones. t(10;14)(924;932) <1%
LCM CCND1 Paso de Gla S. t(11;14)(q13;932) 90%
LLBD BCL3 Activacion de NF-KB. t(14;19)(932;q13) <1%
LLC BCL2 Inhibicion de la apoptosis. t(14,;18)(932;921) 1-2%
BCL11A Funcion desconocida. 1(2;14)(p13;932) <1%
LLP PAX5 Regulacion de la diferenciacion en linfocitos. t(9;14)(p13;q32) 50%
LB MYC Diferenciacion y metabolismo de células B, (8;14)(q24;932) 80%
adhesion, control del ciclo celular e induccién de 1(8;22)(g24;q11) 10%
apoptosis. t(2;8)(p12;924) 10%
LMALT BCL10 Transduccion de la sefial de BCR. t(1;14)(922;932) <5%
API2/MALT1 | Inhibicién de la apoptosis. t(11;18)(g21;921) 30-50%
LEZM CDK6 Control de ciclo celular. t(7;14)(921;932), <5%
1(2;7)(p12;921)
LNH-B PAFAH2 Acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas. t(1;14)(p34;932) <1%
RCK RNA helicasa. t(11;14)(923;932) <1%
BCL7A Funcioén desconocida. t(12;14)(924,;932) <1%
CCND2 Pasode G1asS. t(11;22)(q13;q11) <1%
BCL9 Sefializacion de WNT (desarrollo embrionario). t(1;14)(921;932) <1%
MUC1 Glicoproteina de membrana, adhesion celular. t(1;14)(921;932) <1%
Mieloma CCND1 Paso de G1 a S. t(11;14)(913;932) 20-25%
FGFR3 Activacién de la division celular. t(4;14)(p16;q32) 20-25%
MMSET Sindrome Wolf-Hirschhorn. t(4;14)(p16;932) #
IRF4 Regulacion de la apoptosis. 1(6;14)(p25;q32) 20%
C-MAF Regulacion de la diferenciacion celular. t(14;16)( 932;923) 20-25%
MUM2/3 Funcién desconocida. t(1;14)(g21;q32) <5%

Tabla 1: Reordenamientos cromosdmicos caracteristicos de LNH-B y mieloma multiple que afectan a

genes implicados en apoptosis o en regulacion del ciclo celular. LCF linfomafolicular, LDCGB linfoma
difuso de elulagrande B, LCM linfoma del manto, LL C leucemialinfatica cronica, LLBD, linfoma
linfocitico bien diferenciado, LLP; linfoma linfoplasmacitico, LB linfoma Burkitt, LMALT linfoma

extranodal asociado a mucosas, LSZM linfoma esplénico de lazona marginal. CG: centro germinal. N:

diferentes puntos de ruptura. # Como la traslocacion es la misma, la frecuencia es considerada
conjuntamente para ambos genes.
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El patron y la secuencia de las alteraciones de estos oncogenes y genes
supresores contribuyen definitivamente al fenotipo tumoral, ala respuesta terapéutica, y

alaevolucion clinica de los pacientes con LNH-B (Tabla 1).

Fusiones génicas

Con una menor frecuencia, los LNH-B presentan otro tipo de traslocaciones
cromosdmicas que fusionan dos oncogenes, dando lugar a un ARN mensgero y
proteina quimeéricos con capacidad de transformacion neoplasica. Tal es el caso de la
t(2;5)(p23;g25), que fusiona el gen de la fosfoproteina nucleolar en el cromosoma 535
al gen de la proteina tirosina quinasa descrita por primera vez a descubrirse este
reordenamiento, ALK (de kinasa del linfoma anaplésico), en € cromosoma 2p23. La
proteina hibrida generada contiene la parte N terminal de NPM unida a dominio
catalitico de la kinasa y resulta en la generacion del linfoma anaplasico (Morris,
Kirstein et al. 1994).

Amplificaciones génicas

La amplificacion génica es otro mecanismo de reordenamiento molecular
frecuente en tumores sdlidos y hematoldgicos, que se asocia frecuentemente con
progresion tumoral y resistencia a tratamiento (Schwab and Amler 1990; Werner,
Dohner et al. 1997). En el caso del linfoma difuso de células grande B (LDCGB), la
amplificacion gendémica puede presentarse en el 50% de los casos (Rao, Houldsworth et
al. 1998). Las regiones cromosomicas que muestran frecuente amplificaciéon son 2pl6,
3027, 8924, 12912-q14, 13931-g32 y 18g21. Estas regiones corresponden en muchos
casos a loci de oncogenes implicados en los LNH-B mediante traslocacion
cromosomica, tales como BCL2 en 18921, BCL6 en 3927, MYC en 8924, y MUCL1 en
1921 (Dyomin, Palanisamy et al. 2000), aungque también pueden afectar a loci de otros
genes tales como REL en 2p16 (factor de transcripcion), CDK2-CDK4 en 12q12-g14
(quinasas reguladoras del ciclo celular) y MDM2 (inhibidor de P53) (Rao, Houldsworth
et a. 1998). El incremento en la expresion de oncogenes en la célula tumoral como
consecuencia de la amplificacion a nivel del ADN supone un mecanismo
funcionalmente similar al de las traslocaciones cromosomicas en los LNH-B (Ben-
Y ehuda, Houldsworth et a. 1994; Werner, Dohner et a. 1997). El estudio detallado de
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la estructura de los amplicones ha resultado en la mayoria de casos compleja, siendo €l
resultado de variados mecanismos citogenéticos (duplicaciones en tandem,
traslocaciones no balanceadas, inserciones, ‘homogeneously stained regions (hsr) y
‘double minutes'), que dan lugar a un incremento regional del nimero de copias de
ADN (Schneider, Hiemstra et al. 1992; Akiyama, Kanda et al. 1994; Manohar, Salwen
et a. 1995; Monni, Joensuu et al. 1997; Pandita, Godbout et al. 1997; Wu, Sinclair et al.
2000). Esta ganancia de material genémico produce un incremento en la expresion de
genes comprendidos dentro de la region amplificada, generalmente alterando no
solamente a uno sino a varios de ellos (Martinez-Climent, Alizadeh et al. 2003). Tal
complejidad hace dificil €l andlisis de los amplicones en linfomas, y en muchos de ellos

los genes “diana’ aln no han podido ser identificados.

La traslocacion t(14;18)(g32;921) y el linfoma folicular como paradigma de una

alteracion asociada al linfoma no Hodgkin.

Una de las ateraciones mejor caracterizaday frecuente en los LNH-B esla que
afecta a oncogén BCL2. De hecho, este locus fue identificado originamente por su
implicacién en el LCF a través de su presencia en la traslocacion t(14;18)(g32;921)
(Fukuhara, Rowley et a. 1979). El LCF se caracteriza en un 80-98% de los casos por
dicha traslocacion (Offit and Chaganti 1991), que sitla a BCL2 bajo e control del
‘enhancer’ Eu de IGH, y resulta en la sobreexpresién constitutiva del producto
correspondiente, una proteina con funcion antiapoptotica y estructuralmente normal
(Bakhshi, Jensen et al. 1985) (Cleary and Sklar 1985). La inhibicién del proceso de
apoptosis resultante de esta sobreexpresion representa probablemente el primer paso en
el desarrollo del tumor. Sin embargo, segun datos obtenidos del estudio de modelos
animales transgénicos, la sobreexpresion de BCL2 per se no es suficiente para €
desarrollo del linfoma, pero la inhibicion del proceso de apoptosis favorece la
acumulacion secuencial de lesiones genéticas que finamente conducen a la formacién
del tumor (Vaux, Cory et a. 1988; McDonnell, Deane et al. 1989).

BCL2, en la banda 18¢21.3, se sitUa en una orientacion telGmero-centrémero y
posee tres exones, €l primero de los cuales no es codificante y se separa del resto del
gen por un gran intrén de 225 Kb. El gen contiene dos promotores diferentes. P1,

situado en 5’ y P2, situado 1.3 Kb aguas abgjo de P1, y que raramente es activado (Seto,
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Jaeger et al. 1988). BCL2 codifica para una proteina de 26 KDa que inhibe la ruta
mitocondrial de apoptosis. Lamayoria de |as traslocaciones en el LCF (70%) ocurren en
el extremo 3’ no traducido del gen, en una region comun denominada MBR (de ‘Major
Breakpoint Region’), de un tamafio de secuencia de 150 pb. Con menor frecuencia se
encuentran traslocaciones 30 Kb aguas abgjo en sentido telomérico del locus de BCL2
en el llamado mcr (‘minor cluster region’), de unas 500 pb (Cleary, Galili et al. 1986).
En la clinica se conoce € valor diagndstico y pronéstico del estudio cualitativo y
cuantitativo del reordenamiento BCL2-IGH, y de la sobreexpresion de BCL2 en
pacientes con LCFy LDCGB (Bea, Ribas et al. 1999; Lopez-Guillermo, Cabanillas et
al. 1999) (Buchonnet, Jardin et a. 2002).

L os reordenamientos citogenéticos de la banda cromosdmica 18921 no han sido
solamente descritos en el LCF y el LDGCB, sino también en otros tipos de LNH-B. En
la mayoria de casos, los puntos de ruptura afectan a locus de BCL2. Existen evidencias
de que otros genes diferentes de BCL2 podrian estar afectados por estos
reordenamientos. La amplificacion de esta banda gendémica ha sido descrita también en
linfomas del sistema nervioso central, sin que se detecte sobreexpresion de la proteina
BCL2 (Weber, Weber et a. 2000). El LCM presenta amplificacion de 18921, aunque la
implicacion de BCL2 resulta controvertida. En este sentido, Bentz y cols. muestran por
hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) y Southern blot que el gen se encuentra
amplificado en dos de los cinco casos con amplificacion (Bentz, Plesch et al. 2000)
mientras que Bea y cols. no encuentran tal correlacion en otra serie de pacientes con
LCM (Bea, Ribas et a. 1999). En un estudio utilizando hibridacion genémica
comparada (CGH), una técnica que permite la identificacion de alteraciones regionales
en el nimero de copias de ADN mediante la comparacion del genoma tumoral frente a
un genoma control diploide y llevado a cabo en € linfoma marginal del tejido linfoide
asociado a la mucosa (MALT) extranodal, tres casos mostraron ganancias en 18921,
aunque la posible implicacion de BCL2 no fue analizada (Barth, Bentz et al. 2001). Por
otro lado, existen traslocaciones de 18921 en el LF con un punto de ruptura telomérico
(5) a BCL2, que afecta a gen denominado FVT-1 (de ‘Follicular Variant
Transocation’), aungue este tipo de traslocacion es infrecuente (Rimokh, Gadoux et al.
1993). Estos datos sugieren que ciertos reordenamientos de la banda 18921 podrian
afectar puntos de ruptura distintos del locus BCL2 y, como consecuencia, alter uno o
varios genes cercanos. Otra traslocacion frecuente en linfomas afectando a la region
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18921 eslat(11;18)(g21;921) caracteristica del linfoma MALT (Auer, Gascoyne et al.
1997; Ott, Katzenberger et al. 1997) (Rosenwald, Ott et al. 1999). Esta traslocacion
fusiona los genes API2 (c-IAP2) y MALT1 generando un proteina quimérica de fusion
con posible actividad antiapoptética (Dierlamm, Baens et al. 1999) (Morgan, Yin et al.
1999).

2. PATOGENIA MOLECULAR DEL LINFOMA MALT

El linfoma MALT es un linfoma extranodal que constituye el 7% de todos los
LNH-B. Trasel LCF y el LDCGB, constituye €l tercer linfoma en orden de frecuencia,
siendo por g emplo mas comun que el LCM vy € linfoma de Burkitt. Sin embargo, a
pesar de su relativa frecuencia, la patogenia molecular del linfoma MALT no se ha
estudiado como en otros LNH-B.

El 50% de los linffomas MALT son gastrointestinales, aunque otras
localizaciones incluyen pulmén, cabeza y cuello, anexos oculares, pidl, tiroides y mama
(Isaacson PG 2001). Frecuentemente, los pacientes con linfoma MALT presentan una
historia clinica de inflamacion crénica o enfermedad auto inmune, como la gastritis
crénica asociada a infeccion por Helicobacter pylori, € sindrome de Sjogren, o la
tiroiditis de Hashimoto (Cavalli, Isaacson et a. 2001; Isaacson PG 2001) (Montalban,
Manzanal et a. 1995) (Zucca, Bertoni et a. 2003). En general, e linfoma MALT
presenta un curso indolente y responde bien a tratamiento local (cirugia y/o
radioterapia) mas antibidtico terapia para la erradicacion de H. pylori (Montalban,
Manzanal et al. 1995; laffe E.S. 2001; Zucca, Bertoni et a. 2003). No obstante, un
subgrupo de pacientes evoluciona de forma agresiva y precisa quimioterapia
Histologicamente, el linfoma MALT se caracteriza por una proliferacion de células
linfoides de la zona margina como consecuencia del estimulo antigénico cronico
generado por la infeccidon persistente o el proceso autoinmune, formando lesiones
linfoepiteliales y colonizando foliculos linfoides reactivos. Desde el punto de vista
citogenético, el linfomaMALT presenta varias traslocaciones cromosomicas distintivas.
La primera es la t(1;14)(p22;g32), observada en casos aislados, y que produce la
yuxtaposicion del oncogén BCL10 con el ‘enhancer’ del gen IGH (Willis, Jadayel et al.
1999) (Zhang, Siebert et a. 1999). BCL10 codifica una proteina de 233 aminoécidos
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(aas) que contiene un dominio CARD (‘ caspase recruitment domain’) caracteristico de
las proteinas pro y antiapoptoticas, y se expresa en numerosos tejidos aunque con una
baja expresion. La traslocacion resulta en una expresion aumentada principalmente en el
nucleo de la célula tumora (Willis, Jadayel et al. 1999; Zhang, Siebert et al. 1999). La
figura 1 de la introduccion (figura 11) muestra un esquema de los dominios de la
proteina. BCL10 promueve apoptosis aungque de una forma poco significativa, y es
capaz de activar NF-KB alavez que suprime la transformacion de células en cultivo. En
tgjido linfatico no tumoral BCL10 se localiza en €l citoplasma, pero en algunos linfomas
MALT se encuentra parcialmente expresada en € nucleo, independientemente de la
presencia de la traslocacion. A pesar de ello, su expresion es mayor en aquellos
linfomas con este reordenamiento. Algunas mutaciones de BCL10 producen proteinas
aberrantes incapaces de inducir apoptosis pero con capacidad de activacion de NF-KB.
Estudios llevados a cabo en el raton transgénico mutante nulo para BCL10 muestran un
papel importante de esta molécula en la activacion y proliferacién linfoide, ademés de
en la formacion de tubo neural (Ruland, Duncan et al. 2001). Los linfocitos BCL10 -/-
son incapaces de activar la ruta NF-KB en respuesta a diferentes estimulos especificos
indicando que BCL10 es €l puente entre |os receptores antigénicos linfoides y la ruta de
NF-KB (Ruland, Duncan et a. 2001).

Un segundo subgrupo de pacientes con linffoma MALT presenta otra
traslocacion caracteristica, la ya mencionada t(11;18)(g22;022), detectada en un 30% de
los linfomas MALT (fundamental mente gastricos), y que resulta en la fusion quimérica
de API12 (también denominado HIAP1,CIAP2 o BIRC3) en 11922 y MALT1 en 18921.3
(Dierlamm, Baens et a. 1999; Rosenwald, Ott et al. 1999). En esta traslocacion se
genera una proteina quimérica de fusion con posible actividad antiapoptética, donde
API2 parece desempefiar el papel primordial en la patogenia del linfoma (Dierlamm,
Baens et al. 1999). Algunos de estos casos muestran una delecion asociada a la
trasocacion que afecta a la region 3 del gen API2, lo que implica la pérdida del
transcrito localizado en € cromosoma derivativo 18. El producto de fusién generado en
el derivativo 11022 se considera €l responsabl e patogénico de la traslocacion.

La proteina API2 contiene entre uno y tres motivos BIR (*baculovirus inhivitor
of apoptosis repeat’), un dominio CARD y un dominio C-terminal de unién a dedo de
zinc (‘zinc-binding RING finger’). Se ha demostrado que algunas proteinas de lafamilia
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IAP (‘inhibitor of apoptosis’) son capaces de inhibir eficazmente diferentes caspasas
mediante la interaccion con proteinas TRAF (‘ TNF-associated factor’) y, por tanto,
presentan capacidad de inhibicion de la apoptosis. Debido a que € motivo BIR se
conserva intacto en la traslocacion, se cree que juega un papel determinante en la
funcion del producto de fusion 5'API2-MALT13'. Los linfomas que presentan la
traslocacion t(11;18)(g21;021) muestran frecuentemente expresion de BCL10 en el
nicleo aunque con una intensidad menor que los casos con traslocacion
t(1;14)(p22;932) (Dyomin, Palanisamy et al. 2000; Y e, Dogan et a. 2000; Liu, Yeet al.
2001).

BCL10

MALT1

1on 200 ann 400 500 1] Ton d24

Death

-

Figura 11: Dominios de las proteinas BCL10 (233 aa) y MALT1 (824 aa). CARD:
‘Caspase recruitment domain’. Death: dominio de muerte celular. IGcam: dominio IG,
subfamilia molécula de adhesion celular. CASc: Caspasa, homologo de ICE (‘interleukin-1 beta
converting enzyme’) .

Estudios llevados a cabo utilizando diferentes constructos de MALT1 y BCL10,
genes participantes en las traslocaciones caracteristicas del linfoma MALT, demuestran
gue ambas moléculas pueden interaccionar y cooperar en la activacion del factor de
transcripcion NF-KB (Uren, O'Rourke et a. 2000). MALT1 es una paracaspasa que
tiene dos dominios de muerte, dos dominios similares a inmunoglobulinas, y un
dominio similar a caspasa, pero carece de dominio CARD (figura 11). Tanto la




oligomerizacion de MALT1 mediada por BCL10 como la proteina de fusion API2-
MALT1 activan la ruta NF-KB que promueve la division celular y, por tanto, la

progresion del tumor (Lucas, Yonezumi et al. 2001).

20



RESUMEN DE RESULTADOS

21



22



ARTICULOS

23



24



Articulo 1. péaginas 25 a 34 delatesisdoctoral

Detection of translocations affecting the BCL6 locusin B cell non-Hodgkin's
lymphoma by inter phase fluor escence in situ hybridization.

Sanchez-1zquierdo D, Siebert R, Harder L, Marugan |, Gozzetti A, Price HP,
Gesk S, Hernandez-Rivas M, Benet |, Sole F, Sonoki T, Le Beau MM, Schlegelberger
B, Dyer MJ, Garcia-Conde J, Martinez-Climent JA. Leukemia. 2001 Sep;15(9):1475-84

Articulo 2: paginas 35 a 40 delatesisdoctoral

Genomic abnormalities acquired in the blastic transformation of splenic
mar ginal zone B-cell lymphoma.

Martinez-Climent JA, Sanchez-lzquierdo D, Sarsotti E, Blesa D, Benet |,
Climent J, Vizcarra E, Marugan |, Terol MJ, Sole F, Cigudosad JC, Siebert R, Dyer MJ,
Garcia-Conde J. Leuk Lymphoma. 2003 Mar;44(3):459-64.

Articulo 3: paginas 41 a 48 delatesisdoctoral

MALT1 is deregulated by both chromosomal transocation and
amplification in B-cell non-Hodgkin lymphoma.

Sanchez-1zquierdo D, Buchonnet G, Siebert R, Gascoyne RD, Climent J, Karran
L, Marin M, Blesa D, Horsman D, Rosenwald A, Staudt LM, Albertson DG, Du MQ,
Ye H, Marynen P, Garcia-Conde J, Pinkel D, Dyer MJ, Martinez-Climent JA. Blood.
2003 Jun 1;101(11):4539-46



RESULTADOS

Desarrollo de la técnica de FISH para la deteccion de traslocacion y amplificacion
de oncogenes en linfoma no Hodgkin B. Aplicacion en pacientes para la

caracterizacion molecular de la enfermedad.

Articulo 1:

Detection of translocations affecting the BCL6 locus in B cell non-Hodgkin's
lymphoma by interphase fluorescence in situ hybridization.

Sanchez-Izquierdo D, Siebert R, Harder L, Marugan I, Gozzetti A, Price HP,
Gesk S, Hernandez-Rivas JM, Benet I, Sole F, Sonoki T, Le Beau MM, Schlegelberger
B, Dyer M], Garcia-Conde ], Martinez-Climent JA. Leukemia. 2001 Sep;15(9):1475-
84

Para una detallada caracterizacion de los puntos de ruptura en las traslocaciones
cromosomicas de los LNH-B, se ha desarrollado la técnica de FISH usando como
sondas genémicas BACs (‘bacterial artificial chromosomes') y PACs (‘Pl-derived
artificial chromsomes’). Estas sondas tienen un tamafio de 100-300 Kb y actualmente es

posible obtener clones correspondientes a cualquier region del genoma gracias al

proyecto de secuenciacion del genoma humano (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Utilizando la técnica de FISH hemos diseflado un sistema que permite la
deteccion de reordenamientos genéticos del oncogén BCL6 en células de LNH-B en

metafase e interfase celular.

Los reordenamientos del oncogén BCL6 mediante traslocaciones cromosomicas
afectan a 40% de los LDCGB. Hasta ahora, unos veinte genes diferentes han sido
descritos en reordenamientos con BCL6. El reordenamiento més frecuente de BCL6 es
lat(3;14)(927;932). Los puntos de ruptura se dan en laregion ‘switch’ de IGH y entre el
exon 1 no codificante y el intron 1 de BCL6, en una region denominada MTC (‘major
trasocation cluster’). También es posible encontrar reordenamientos con las cadenas
ligeras, IGK e IGL delas IGs, en las traslocaciones t(2;3)(p12;027) y t(3;22)(q27;911).
La fusion con los ‘partners diferentes de las 1Gs ocurre siempre en la misma
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orientacién transcripcional que BCL6, en laregion proximaal promotor del ‘partner’, de
forma que € promotor completo del otro gen se sitla aguas arriba de la region
codificante completa de BCL6. ElI promotor de BCL6 se sita en e cromosoma
derivativo préximo a la region codificante completa del ‘partner’, presumiblemente
regulando su transcripcion. El producto de BCL6 (figura 1 de resultados R1) es un
represor transcripciona especifico de secuencia (Chang, Ye et a. 1996) que afecta a
genes implicados en la diferenciacion y activacion del linfocito B (Shaffer, Yu et al.
2000) y cuya ausencia impide la formacion de foliculos en € raton ‘knock out’ (Ye,
Cattoretti et a. 1997). Aunque las vias a través de las cuales gerce su accion
oncogénica no se conocen exactamente, recientes estudios muestran una evolucion mas
agresiva de los tumores que presentan reordenamientos que no afectan a genes de las
IGs (Ueda, Akasaka et al. 2002). Estos resultados apoyan los argumentos en favor de la
necesidad de un método que permita la deteccion répiday eficaz de todas y cada una de
las traslocaciones de BCL6 por poseer implicacion en el pronéstico de LDCGB.

1 706
Motivo fg?;';oz Motivos C2H2
aas 1o- aas 574-596 y 630-652

Figura R1: Estructura del producto de BCL6 con los motivos funcionales y su localizacion
dentro de la secuencia proteica. BTB/POZ: poxvirus y dedo de zinc asociado a interaccion proteina-

proteina. C2H2:actual mente se denomina SPF1y es un represor transcripcional que regula el paso G2/M.

Dadas las caracteristicas del gen, su localizacion y promiscuidad, |as técnicas de
citogenética, PCR o inmunohistoquimica son de escasa utilidad para la evaluacion de
estas alteraciones, de modo que € analisis de las traslocaciones de BCL6 debe realizarse

mediante Southern blotting, una técnica lenta y laboriosa que precisa de grandes
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cantidades de ADN tumoral. Por esta razon, la técnica de FISH podria ser la mas idonea

en la deteccion de dichos reordenamientos.

Con € fin de establecer un método eficaz y fiable de deteccion, se testaron
diferentes clones en la region correspondiente al locus BCL6, seleccionandose tres
clones. Uno de €llos cubria € gen BCL6, lo que permitié detectar traslocaciones y
amplificaciones en dicha region. Los otros dos mapeaban centromérica vy
teloméricamente a locus BCL6, flanqueando la region que cominmente se trasloca.
Para la metodologia de las sondas flanqueantes, se realizdé un marcaje diferencia de las
dos sondas (rojo y verde). Si no existe traslocacion, ambas sondas se encuentran
fusionadasy si existe traslocacion, las sondas se encuentran separadas (figuras 3y 4 del
articulo 1). La utilizacion de sondas flanqueantes permite distinguir traslocacion de
trisomia, una alteracién también frecuente en LNH-B.

La misma estrategia descrita previamente, pero seleccionando y testando clones
diferentes que mapean en regiones especificas de loci relacionados con las diferentes
patologias, se ha aplicado a la deteccion de diferentes traslocaciones como CCND1,

BCL2 o MYC con los genes de las inmunoglobulinas.

La técnica de FISH permite ademéas la cuantificacion de la amplificacion
gendémica en células tumorales mediante visualizacion directa. El desarrollo y la
aplicacion de esta tecnologia ha sido determinante para la consecucion de los objetivos

cientificos de esta Tesis Doctoral.

Identificacion de una t(14;18)(932;921.3) que no afecta a BCL2 en un paciente con
linfoma MALT.

Articulo 2:

Genomic abnormalities acquired in the blastic transformation of splenic
marginal zone B-cell lymphoma.

Martinez-Climent JA, Sanchez-Izquierdo D, Sarsotti E, Blesa D, Benet I,
Climent ], Vizcarra E, Marugan I, Terol M]J, Sole F, Cigudosad JC, Siebert R, Dyer
M]J, Garcia-Conde J. Leuk Lymphoma. 2003 Mar;44(3):459-64.
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Tras el andlisis citogenético de una serie de pacientes con linfoma marginal, dos
casos presentaron trasformacion a linfoma de alto grado. Uno de estos dos casos mostro
a diagndstico una traslocacion t(14;18)(g32;g21.3), indistinguible a nivel citogenético
de la alteracién caracteristica del LCF (figura 3 del articulo 2). El andlisis con FISH
indicd la afectacion del gen IGH en la banda 14932, pero no de BCL2. Se emplearon
sondas para deteccion de las traslocaciones de IGH y para la traslocacion entre IGH y
BCL2. En primer lugar, las sondas flanqueando e gen IGH aparecian traslocadas.
Cuando se utilizaron sondas cubriendo |as regiones correspondientes a BCL2 e IGH, la
sonda de BCL2, que deberia aparecer distribuida entre los cromosomas 14 y 18 en caso
de que €l gen se traslocara, aparecia completamente traslocada al cromosoma 14, 1o que
estaria indicando un punto de ruptura mas centromérico dentro del cromosoma 18. La
implicacién del gen BCL2 también fue descartada por PCR, tanto paralatrasiocacion en
la region MBR como en la menos frecuente mer. A continuacién, se llevaron a cabo
diversas hibridaciones utilizando clones (PACs) que cubrian la regién centromérica
adyacente aBCL2 y se determind que el clon 60F18, que incluia el gen MALT1, estaba
parcialmente traslocado a cromosoma 14. Estos resultados indicaron la existencia de
una traslocacion t(14;18)(g32;921.3) en un paciente con linfoma margina. Un andlisis

patol 6gico detallado posterior clasifico dicho caso como un linfoma MALT.

La nueva traslocacion t(14;18)(g32;921.3) afecta al gen MALT1y no a BCL2 en el
linfoma MALT.

Articulo 3:

MALTT is deregulated by both chromosomal translocation and amplification
in B-cell non-Hodgkin lymphoma.

Sanchez-Izquierdo D, Buchonnet G, Siebert R, Gascoyne RD, Climent ],
Karran L, Marin M, Blesa D, Horsman D, Rosenwald A, Staudt LM, Albertson DG,
Du MQ, Ye H, Marynen P, Garcia-Conde ], Pinkel D, Dyer M]J, Martinez-Climent
JA. Blood. 2003 Jun 1;101(11):4539-46

Como consecuencia de la optimizacion de la técnica de FISH y de los estudios

realizados utilizando las diferentes sondas ensayadas en algunos subtipos de LNH-B,
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fue posible detectar nuevas ateraciones genéticas en tumores que podrian ser

especificos de éstos y participar en su evolucion.

La mas novedosa € interesante por estar relacionada con un tipo de tumor poco
caracterizado a nivel molecular, fue la traslocacion t(14;18)(g32;021.3) identificada en
el caso descrito en € apartado anterior. Ademés, hallamos un segundo caso
correspondiente a un linfoma MALT de la drbita con una traslocacion idéntica
t(14;18)(932;g21.3). Ambos casos no presentaron reordenamiento del oncogén BCL2
mediante estudio con RT-PCR, sugiriéndonos que pudiera tratarse de una traslocacion
distinta a nivel molecular de la cominmente observada en el LCF. Ademas, ambos
casos también presentaron una trisomia del cromosoma 3, la cua es frecuente los
linfomas marginales pero rara en el LCF. El estudio mediante FISH utilizando sondas
paralos diferentes genes implicados nuevamente identificé la afectacion del gen IGH en
14932, y excluyd la afectacion de BCL2 en 18921.3. Utilizando & clon 60F18,
previamente mapeado y que, como se ha comentado anteriormente, incluia el gen
MALT1, también se observd que estaba parcialmente traslocado a cromosoma 14. La
posibilidad de que MALT1 estuviera dentro de laregion afectada por |a traslocacion fue
confirmada utilizando sondas flanqueantes del gen, que mostraron el patron de
traslocacion en ambos casos (figura 2A del articulo 3). Con todo €llo, e andlisis con
FISH determind un punto de ruptura comun para ambos casos en 18g21.3, en € locus
del gen MALT1.

El clonaje molecular de la nueva traslocacion t(14;18)(q32;921.3) ha permitido
identificar el reordenamiento MALT1-1GH que produce la disregulacion
constitutiva de MALT1.

Con €l fin de determinar si el gen afectado en latraslocacion t(14;18)(g32;921.3)
era MALTL1 y no otro, se utilizé la estrategia de LDI-PCR (de ‘Long Distance Inverse
PCR’) apartir de laregion Joining del gen IGH. Esta técnica consiste en digerir el ADN
gendmico con enzimas concretos que cortan proximos a la region donde se produce més
frecuentemente la traslocacion en el gen de las inmunoglobulinas. Los cebadores se
sittan adyacentes a punto de corte pero en sentido inverso. Los fragmentos digeridos
son ligados y se redlizan dos PCR anidadas de larga distancia sobre los circulos
generados (figura 2 de resultados R2). El producto resultante (en caso de que exista una
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diana para el enzima de restriccién correspondiente de formaque € circulo resultante de
la ligacion no sea excesivamente grande) contiene una pequefia secuencia de IGH y €l
resto corresponde a gen traslocado. En ambos casos descritos en el anterior apartado se
consiguio clonar € punto de ruptura, localizandolo a 1.1 Kby 1.7 Kb del primer exén
no codificante en 5 de MALT1 (figura 3 del articulo 3). La estructura molecular de la
t(14,18)(g32;921.3) revelada por este andlisis es similar a la de otras traslocaciones
comunes en los linfomas B que afectan a los oncogenes MYC, BCL2 y CCND1, y
consiste en la yuxtaposicion de la region codificante del gen MALT1 con € gen IGH
(figura 3 del articulo 3).

Con € fin de determinar si la traslocacion en este punto de ruptura alteraba la
expresion del gen, se puso a punto la técnica de RT-PCR cuantitativa para € gen
MALT1. Se andlizé la expresion de MALT1 en el caso descrito en € primer articulo, por
ser el Unico del cua se disponia de RNA. Los resultados se compararon con la
expresion del gen en linfocitos de sangre periférica obtenidos de donantes sanos, asi
como con diferentes lineas celulares derivadas de pacientes con LNH-B. Los niveles de
expresion fueron mayores para el caso con traslocacion cromosdmica con respecto alos
donantes y otras muestras tumorales (figura 4 del articulo 3). En €l caso 2 se rediz6
estudio con inmunohistoquimia utilizando un anticuerpo monoclonal contra MALT1 en
la biopsia tumoral. Los resultados mostraron sobreexpresion de la proteina en este caso
con respecto a otros linfomas que no poseian la traslocacion. Estos datos indican que la
t(14;18)(032;g21.3) resultaen ladisregulacion de MALT1.

1kb

Cebadores
JGE JBEQ JI!F.Q JXE Q
Jel JBI JHI JXI
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desconocido IGH
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hd LDI-PCR
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Figura R2: A) Esquema de la region en IGH més frecuentemente traslocada en linfomas (region
‘Joining’ J6) con € mapa de restriccion para los enzimas utilizados y situacion de los diferentes
cebadores para PCR inversa (flechas).

B) Diagrama del proceso de LDI-PCR. Otra vez, las flechas indican la disposicion de los
cebadores.

MALT1 se encuentra amplificado y sobreexpresado en el amplicon de la banda
cromosémica 18921 en linfomas no Hodgkin B.

La banda cromosdémica 18g21 se encuentra frecuentemente amplificada en
diferentes tipos de LNH-B. Dichas amplificaciones afectan muy probablemente al
oncogén BCL2, causando la sobreexpresion de la proteina, lo que produce un efecto
patogénico similar a la t(14;18)(g32;921.3). Sin embargo, en ciertos casos no esta claro
que sea BCL2 e gen que resulta disregulado a consecuencia de la amplificacion, por 1o

gue otros genes en laregion podrian verse afectados en este proceso.
Para determinar con mayor exactitud los limites del amplicén en 18g21 y

conocer sus implicaciones patoldgicas, se analizé mediante la técnica de hibridacion

gendmica comparada en BAC microarrays (array CGH) un panel de 40 lineas celulares
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derivadas de pacientes con linfomas B. Esta técnica consiste en extraer e ADN
gendmico de las células tumorales y cohibridarlo con un ADN normal sobre un ‘array’
gue contiene sondas (BACs) que cubren la mayor parte del genoma humano con una
resolucién de 1-2 Mb (Snijders, Nowak et al. 2001). Cada uno de los ADNSs es extraido
y marcado con un fluoréforo distinto, generalmente verde para el ADN tumoral y rojo
para e ADN control o de donante. Las regiones amplificadas en el ADN tumoral
generan regiones con aumento de la sefial verde sobre el BAC correspondiente a dicha
region mientras que las regiones con pérdida de material genético generan zonas de
predominio del color rojo debido a la prevalencia del ADN normal. Al redizar €l
estudio sobre las lineas celulares fue posible detectar zonas de amplificacion o delecion
alo largo de todo € genoma. Dentro de estas regiones, a ser de pequefio tamafio, es
posible reducir € numero de genes candidatos a oncogenes O genes supresores

tumorales.

Entre las lineas celulares estudiadas, 16 mostraron amplificacion de la banda
cromosomica 18g21. Los resultados permitieron definir una region de amplificacion
gendmica comun correspondiente a 9 Mb entre las bandas 18921.31 y 18921.33, y que
mostraba dos picos de amplificacion: uno situado en e locus del gen MALTI,
mostrando un rango de amplificaciones entre 2,1 y 3 veces y otro mas telomérico
centrado alrededor del locus correspondiente a BCL2 y amplificado entre 3 y 15 veces
(figura 5 del articulo 3). Los resultados obtenidos respecto a niimero de copias fueron
confirmados aplicando la técnica de FISH en las lineas celulares con amplificacion y
utilizando sondas paraMALT1 y BCL2 (figura2B y 2C del articulo 3).

Con € fin de identificar los genes sobreexpresados a consecuencia de la
amplificacion de 18g21, las lineas celulares fueron andizadas utilizando un
‘microarray’ de expresion llamado ‘lymphochip’. Este es un ‘microarray’ especializado
gue contiene genes relacionados con la enfermedad y la progresion tumoral relacionada
con células B, ademés de otros genes control y genes relacionados con la apoptosis y €l
ciclo celular (Alizadeh, Eisen et a. 2000). Se compard la expresion de 37 cDNAs
situados alo largo del cromosoma 18q en las lineas con amplificacién con respecto alas
no amplificadas. El clon correspondiente a ARN mensgero de BCL2 se encontrd
sobreexpresado en la mayoria de lineas celulares con amplificacion del locus de BCL2,
excepto en dos. Estas dos lineas denominadas SSK41 y KHM-10B, fueron establecidas
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a partir de células de pacientes con linfoma marginal y linfoma de Burkitt,
respectivamente, y mostraron un alto nivel de expresion en la posicion del ‘array’
correspondiente a MALT1. Con € fin de comprobar los resultados obtenidos para los
valores de expresion de MALT1, se aplicaron las técnicas de RT-PCR cuantitativa y
Western blot, confirmandose la sobre expresion del gen y de la proteina en las dos
lineas celulares SSK41 y KHM-10B con respecto al resto. Los valores obtenidos en los
ensayos de RT-PCR cuantitativa fueron comparables a aquellos que se obtuvieron en €l

caso previamente ensayado y portador de lat(14;18)(g32;921) que no afectabaaBCL2.

En resumen, nuestros datos confirman un nuevo mecanismo genético que altera
MALT1 y que consiste en la amplificacion gendmica. La consecuencia molecular de esta
amplificacion es la sobre expresion constitutiva de la proteina MALT1, de un modo
similar a como ocurre en la nueva t(14;18)(g32;921.3) caracterizada por primeravez en

pacientes en este trabagj 0.

Alteraciones del gen MALTL1 en pacientes con LEZM y linfoma MALT.

Con €l fin de evaluar la presencia de alteraciones del gen MALT1 en una serie
clinica de pacientes, se aplicaron las técnicas de RT-PCR cuantitativay FISH a 35 casos
de LEZM y 5 casos de linfoma MALT. Entre los casos estudiados por FISH,
anicamente un caso de MALT gaéstrico mostré amplificacion del gen MALT1, ademas
de amplificacion de BCL2. Esta alteracion fue confirmada utilizando la técnica de CGH
sobre cromosomas, que detectdé amplificacion en la banda 18921. En los estudios
mediante RT-PCR cuantitativa, solo un caso de LEZM mostr6 sobre expresion de
MALT1, aunque no fue posible realizar otro tipo de estudios debido a la falta de
material.
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DISCUSION

Tanto las leucemias como los linfomas son enfermedades monoclonales
precedidas por alteraciones en el ADN. Estos cambios son diversos pero pueden
agruparse en:

- amplificaciones y trasocaciones cromosdmicas que resultan en la sobre
expresion de un oncogén o en la generacion de una proteina de fusion con
actividad oncogénica,

- mutaciones o deleciones debido alas cuales se produce lainactivacién de un gen

supresor tumoral.

L as traslocaciones son los cambios mas cominmente hallados en la gran mayoria
de los tumores hematopoyéticos asi como en algunos tumores solidos. En un grupo de
traslocaciones caracteristicas de LNH-B la secuencia reguladora normal de un
determinado oncogeén se sustituye tipicamente por un elemento regulador diferente, por
giemplo de los genes reguladores de las I1Gs, lo que atera la expresion propia del
oncogeén correspondiente. Otras traslocaciones, més comunes en leucemias, se producen
dentro de laregion codificante de los genes implicados, 1o que tiene como consecuencia
la aparicion de una proteina de fusion con actividad diferente a la funcion original. La
clonacién de puntos de ruptura de las traslocaciones comunes y la identificacion de los
genes implicados es punto clave para identificar los diferentes oncogenes y entender la
funcion que tienen y como actdan en la progresion tumoral o en la resistencia a
tratamiento (Rowley 1999).

En este trabajo se han desarrollado técnicas que detectan reordenamientos en los

LNH-B y que, en su consecucion, han identificado un nuevo reordenamiento genético
caracteristico del linfoma MALT.

DESARROLLO DE LA TECNICA DE FISH APLICADA AL ANALISIS DE LOS
LNH-B.

En el primer articulo de esta memoria se demuestra que la técnica de FISH puede

contribuir a la caracterizacion de nuevos reordenamientos gendémicos implicados en la
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patogenia de los LNH-B. Aunque el gen BCL6 se encuentra reordenado en un gran
numero de LNH-B, lamayor incidencia se da en LDCGB donde aparece reordenado en
un 40% de los casos. Uno de los problemas que presenta la deteccion de estos
reordenamientos es el hecho de que BCL6 se puede encontrar traslocado con diferentes
genes. Nuestro trabajo muestra como el disefio de sondas flanqueantes de BCL6 permite
detectar todas las posibles traslocaciones del gen. Ademas, a aplicar dichas sondas al
estudio de los diferentes casos, hemos podido detectar nuevos reordenamientos de

BCL6 no descritos previamente.

DETECCION DE LA t(14;18)(g32;G21.3) EN UN CASO DE LINFOMA MALT.

El segundo articulo se refiere ala deteccion en un caso de linfoma MALT de una
traslocacion t(14;18)(g932;921.3) indistinguible a nivel citogenético de la alteracion
caracteristica del LCF. El andlisis con FISH indico la afectacion del gen IGH en la
banda 14932, pero no de BCL2 en la banda correspondiente 18g21. Dado que la PCR
es el método méas cominmente utilizado y consolidado para detectar reordenamientos de
BCL2, se aplicd esta técnica para confirmar que BCL2 no se encontraba reordenado.
Ademas, los resultados de FISH indicaron un punto de ruptura situado centromérico a
BCL2. Entre los posibles candidatos en la region traslocada se encontraba el gen
MALTL, implicado previamente en el linfomaMALT através delat(11;18)(g21;921).

ALTERACIONES MOLECULARES CARACTERISTICAS DEL LINFOMA
MALT Y SU POSIBLE FUNCION EN LA PATOLOGIA.

La traslocacion mas frecuente y caracteristica en e linfoma MALT es la
t(11;18)(g21;921) que fusiona los genes API2 y MALT1 (Dierlamm, Baens et al. 1999).
El producto de fusion es considerado oncogénico debido principalmente a que e gen
API2 es un gen inhibidor de la apoptosis que pierde su dominio de regulacion en la
traslocacion. Por otra parte, invariablemente el dominio similar a caspasa de MALT1 se
conserva en el producto de fusién mientras que los dominios ‘| G-like' pueden o no estar

presentes. Ensayos de coinmunoprecipitacion demuestran que estos dominios ‘ 1G-like
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son determinantes en la interaccion de los productos de MALT1 y BCL10 (Lucas,
Y onezumi et al. 2001).

API2 (también conocido como c-IAP2, HIAP1, BIRC3 o MIHC) pertenece a la
familia de inhibidores de apoptosis (IAP) que completan los genes X-1AP, API1 (o C-
IAP1) y ML-IAP. Posee tres dominios BIR (*baculovirus IAP repeat’ ), un dominio de
activacion de caspasas (‘ caspase recruitment’) y un dominio ‘RING finger’ (Rothe, Pan
et al. 1995; Hofmann, Bucher et al. 1997). La expresion de estos genes en células de
mamifero es capaz de inhibir la apoptosis mediada por la eliminacion de suero en €l
medio de cultivo, asi como la inducida por menadiona, un potente inductor de radicales
libres (Liston, Roy et al. 1996). Este efecto debe estar mediado por la regulacién de las
sefidles que median en la activacion de proteasas tipo ICE, ya que miembros de esta
familia interaccionan con las proteinas TRAF1L y TRAF2 (‘tumor necrosis factor
receptor-associated factors’) (Uren, Pakusch et al. 1996). Estudios recientes muestran
también que API2-MALT1 posee capacidad antiapoptética frente al tratamiento con
etopdsido o con radiacion UV en células HelL a. El producto de fusion interacciona con
importantes moléculas implicadas en apoptosis como Smac, HtrA2 o TRAF2
(Hosokawa, Suzuki et a. 2004). Ademés, dicho producto, es capaz de inducir la
activacion de NF-KB mediante oligomerizacion a través de su porcién API2. Ninguno
de los genes completos o formas truncadas de éstos pueden realizar tal funcién en las

lineas celulares ensayadas (Uren, O'Rourke et al. 2000; Lucas, Yonezumi et a. 2001).

BCL10 es otro gen que ha sido implicado en linfomas MALT debido a que se
encuentra traslocado con IGH (t(1;14)(p22;932)) en un reducido numero de casos
(Willis, Jadayel et al. 1999). BCL10 codifica una proteina de 233 aminoécidos que
contiene un dominio CARD (caspase recruitment domain) caracteristico de las proteinas
pro y antiapoptoticas. La traslocacion resulta en un incremento de la expresion,
principalmente en el nucleo de la célulatumoral. Diferentes estudios en linfocitos Ty B
relacionan a BCL10 con los productos de los genes CARMA1 (CARD11) y MALT1
(Thome and Tschopp 2003; Che, You et al. 2004; Stilo, Liguoro et al. 2004; Thome
2004). Estos tres elementos interaccionan entre si interviniendo en la ruta de activacion
de NF-KB en algun punto entre la activacion del receptor correspondiente (TCR o
BCR) y e complgo IKK, que fosforila € inhibidor de NF-KB. El complgo formado
parece localizarse en los denominados ‘lipid rafts, estructuras que se forman en la
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activacion de los linfocitos T por parte de las células presentadoras de antigenos. En el
ratdn ‘knock out’ para BCL10 la ausencia de expresion de la proteina impide la
formacion de células foliculares maduras (Xue, Morris et al. 2003). Las células B de la
zona marginal son incapaces de responder a antigeno y €l ratén no posee habilidad para
iniciar la respuesta humoral. En conclusion, BCL10 resulta fundamental en el desarrollo

y correcta maduracion de células B.

LA t(14;18)(932;021.3) EN LINFOMA MALT IMPLICA AL GEN MALT1 Y
AUMENTA SU EXPRESION.

La caracterizacion a nivel molecular del caso con traslocacion t(14;18)(g32;g21.3)
revel6 la presencia de un nuevo locus trasocado en la banda 18g21. Otro caso de
linfomaMALT de la érbita previamente descrito también mostro la misma traslocacion.
Lapresenciadel gen BCL2 en esta region o mostraba como primer candidato implicado
en la traslocacion. Al descartar mediante FISH y PCR € reordenamiento de BCL2 con
el gen IGH, buscamos posibles candidatos dentro esta la region cromosdmica.

Posteriormente a la caracterizacion citogenética, los estudios de FISH indicaron
gue el gen MALT1 se encontraba localizado en la region traslocada. Para confirmar este
hecho se utilizo la técnica de LDI-PCR con € fin de clonar la traslocacion. En ambos
casos se encontrd que €l gen mas proximo a la traslocacion era MALTL (entre unay dos
Kb 5 del primer exén). Uno de ellos presentaba reordenamiento de IGH, indicando que
la traslocacion se habia producido después de la recombinacion somatica de la region J
(‘joining’). El otro caso presentaba el gen traslocado IGH en la configuracion germinal.
Como ya se ha comentado en la introduccion, la configuracién germinal corresponde a
un estado méas inmaduro de la célula B y €l inicio del proceso de recombinacion
somatica podria facilitar la produccion de recombinaciones no homaologas generando las
traslocaciones. El tipo de traslocacion encontrado es similar en estructura a otros
reordenamientos que afectan a genes previamente caracterizados e implicados en
linfomas B como MYC, BCL2, BCL10 o BCL1l1A. Los reordenamientos se
correlacionan con diferentes estadios de diferenciacion segun la configuracion del gen
IG que participa en latraslocacion (Shaffer, Rosenwald et al. 2002).
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Con €l fin de confirmar que la nueva situacion del gen MALT1 traslocado actuaba
sobre éste y disregulaba su actividad, se utilizd la técnica de RT- PCR cuantitativa,
detectando un claro aumento en e nimero de copias de los ARNm generados. Sélo fue
posible aplicar este tipo de prueba en e Unico caso en € que se disponia de ARN
tumoral. También se testaron otras muestras de linfoma MALT que no presentaban la
t(14;18)(g32;921.3) y en ningun caso se obtuvo incremento de expresion, indicando la

especificidad de este tipo de alteracion.

La caracterizacion a nivel molecular del caso con traslocacion t(14;18)(g32;g21.3)
sitia a gen MALT1 en una nueva perspectiva, sugiriendo una funcién de mayor peso
dentro de la patologia de la que iniciamente se especul6 a través del  primer
reordenamiento descrito con € gen API2. Actuamente se conocen algunas de las
posibles funciones de MALT1 y se han asignado los diferentes dominios estructurales:
un dominio muerte (DD, ‘death domain’), dos dominios tipo inmunoglobulina y un

dominio similar a caspasa.

L as caspasas son cistein-proteasas con gran implicacién en apoptosis. El producto
del gen MALT1 es considerado una paracaspasa por este motivo aungque no ha sido
posible detectar dicha actividad proteasa en ensayos in vitro. Paracaspasas y
metacaspasas son dos grupos de genes que codifican para estructuras con una cierta
similitud con las caspasas y que se considera comparten un origen comun. Se han
descrito cuatro paracaspasas pertenecientes a organismos tan dispares como
Dyctiostelum discoideum, Danio rerio o Caenorhabditis elegans, ademas de la humana
(Uren, O'Rourke et al. 2000).

De acuerdo con los trabajos previamente descritos, el gen MALT1 por st mismo no
activa NF-KB, sino que precisa de la heterodimerizacion con BCL10 para activar laruta.
Las mutaciones 0 defectos en los dominios de interaccion reducen drasticamente esta
cooperacion en la activacion (Lucas, Yonezumi et a. 2001). Ademés, del estudio
anatomopatoldgico del ratén ‘knock out’ se deduce que MALT1 es fundamental en la
induccion de NF-KB mediada por la activacion de receptor através de antigeno tanto en
linfocitos B como T asi como en la produccién de citoquinas y la proliferacién. Dichos
trabaj os sugieren por tanto que MALT1 debe ser el puente entre el producto de BCL10 y
laactivacion del complejo IKK que inhibe NF-KB (Ruefli-Brasse, French et a. 2003).
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Sabemos que la presencia de la traslocacion puede inducir cambios en la
expresion. Ademés, los cambios moleculares a nivel de secuencia de ADN podrian
iniciar procesos de amplificacion a nivel gendmico. Nuestro estudio ha permitido
correlacionar los cambios en los niveles de expresion, tanto de MALT1 como de BCL2,
con el grado de amplificacion de laregidon gendmica que contiene ambos loci en 18g21.
El estudio mediante CGH convencional y CGH ‘array’ en un panel de lineas celulares
derivadas de linfomas ha excluido genes relacionados con estos tipos de patologias tales
como FVT1 y NOXA vy, asu vez, ha permitido destacar como genes afectados en su
expresion por las ganancias de material genético a MALT1 y BCL2. Este ultimo
present6 patrones anormales en la mayoria de lineas celulares estudiadas. Sin embargo,
dos lineas celulares presentaron amplificacion de MALT1 exclusivamente, una de €ellas
derivada de un paciente con linfoma de la zona marginal y otra derivada de un paciente
con linfoma Burkitt. La amplificacion génica representa un segundo mecanismo por €l
cua el gen MALT1 podria sobreexpresarse. Existen otros €/ emplos de genes en LNH-B
disregulados por traslocacion con los genes de las 1Gs que también pueden aparecer
sobrexpresados como consecuencia de amplificaciones gendmicas tales como BCL1,
BCL2, C-MYC 0 BCL11A (Willisand Dyer 2000; Dyer 2003).

ESPECIFICIDAD DE LAS DIFERENTES ALTERACIONES MOLECULARES
DENTRO DE LOS LINFOMAS MALT. CORRELACION CON LA
LOCALIZACION DE LA ENFERMEDAD Y LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO.

El linfoma MALT se caracterizd molecularmente y en un principio por la
traslocacion t(11;18)(g21;921) y de forma mas infrecuente por la t(1;14)(p22;932). La
presencia de la traslocacion t(14;18)(g32;g21.3) afectando a MALT1 descrita en este
trabgo ha sido ya corroborada por diferentes autores en otros trabgjos aunque en
ninguno de ellos se ha clonado la traslocacion. Simultaneamente a nuestro se publico
otro articulo incluyendo casos de linfomas con e reordenamiento MALT1-IGH
detectado exclusivamente por FISH (Streubel, Lamprecht et al. 2003). El primero de
ellos relaciond la presencia de esta alteracion genética con la localizacion del linfoma.

La traslocacién resultd encontrarse excluida de los casos con localizaciéon géstrica y



tener una ata frecuencia en los casos de MALT de la Orbita, boca, cutaneos primarios, y
especialmente en los 4 casos hepéticos estudiados (Streubel, Lamprecht et al. 2003).
Desde entonces, estos y otros trabajos confirman que la t(14;18)(g32;021.3) es una
ateracion frecuente y especifica dentro del linfoma MALT (Murga Penas, Hinz et al.
2003; Remstein, Kurtin et al. 2004; Streubel, Simonitsch-Klupp et al. 2004). Nuestro
estudio en una pequeia serie de pacientes con MALT grastrointestinal primario por
FISH no encontré ningun caso positivo para la traslocacion. Condicionantes como el
entorno celular e inmunoldgico referidos a la localizacion del tumor deben ser
responsables de la aparicion de esta alteracion molecular ligada a una localizacion
especifica.

EXPERIENCIAS CON LA LINEA CELULAR Ba/F3: CAPACIDAD DE
ACTIVACION DE NF-KB Y DE TRANSFORMACION ONCOGENICA.

Dado que los linfocitos B presentan vias especificas de proliferacion y muerte
celular, se hace patente la necesidad de trasladar |os experimentos ex vivo a modelos
gue sean representativos de esta especificidad. De esta manera, las experiencias con
el producto de fusion API2-MALT1 en lalinea celular Hel.a fueron reproducidas en
la linea celular murina B denominada Ba/F3 cuya proliferacion depende de
interleuquina 3 (IL3) (Du, Fang et a. 2000). Los resultados indicaron que las células
transfectadas de forma estable con el producto de fusion no mostraron resistenciaala
apoptosis inducida por radiacion UV o debido ala eliminacion de IL3 del medio en
el caso de lalinea celular B murina. Tampoco fue posible detectar incremento en la
expresion de NF-KB en €l nacleo, es decir, en su forma activa. Por € contrario, la
linea Hel.a (adenocarcinoma humano) mostré resistencia a apoptosis. Los autores
sugieren que esta resistencia podria estar mediada por la inhibicién de Smac,
molécula implicada en apoptosis y que las diferencias en los resultados obtenidos
pueden ser debidas a que las dos lineas celulares no siempre utilizan las mismas vias
apoptaticas (Hosokawa, Suzuki et al. 2004).

En e laboratorio del doctor Martin Dyer (Leicester Universty & MCR
Toxicology Unit) en Reino Unido y tomando € mismo modelo murino, hemos
transfectado células Ba/lF3 con constructos conteniendo el gen MALT1, BCL10, ambos
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conjuntamente y el elemento de respuesta para activacion de NF-KB. Después de
comprobar en las transfecciones transitorias que la transfeccion con el gen MALT1 no
influia significativamente en la capacidad proliferativa, asi como tampoco BCL10 o la
transfeccion conjunta, se realizaron ensayos de Western Blot para comprobar que dichas
proteinas se expresaban correctamente. Contrariamente a lo esperado, los niveles de
proteina MALT1 disminuyeron a partir de las 12 h después de la transfeccion, no siendo
posible detectar la proteina a las 24 h. Debido a que los plasmidos contienen un
promotor de citomegalovirus que no es regulable por la célula, e descenso en los
niveles de proteina pueden ser debidos a la activacion de un mecanismo de degradacion

(resultados no publicados).

Un mecanismo conocido en la degradacion proteica de genes relacionados con
apoptosis es la degradacién via proteosoma. Para comprobar dicho efecto en e caso de
MALTZ1, incubamos las células transfectadas con un inhibidor de la funcién proteosomal
(MG132). A parte del efecto parcial de induccion de muerte celular debido a farmaco,
no fue posible observar la proteina MALT1 24 h después de la transfeccion. Estos
resultados preliminares sugieren otras vias de degradacion diferentes de la via
proteosomal.

La proteina MALT1 posee un tamafio de unos 100 KDa mientras que para BCL10
es de entre 25 y 37 KDa (diferentes bandas debido a la fosforilacion). Se desarrollaron
geles de gran tamafio para poder detectar ambas proteinas en el mismo ensayo de
Western blot. Se analizaron extractos proteicos 4 h, 8 h'y 24 h después de la
tansfeccion, observandose la disminucion en los niveles de MALTL y la apariciéon de
bandas discretas de menor tamafio que podrian ser debidas a una digestion selectiva de
la proteina por parte de proteasas especificas (figura 1 de la discusion D1). Para testar
esta hipétesis se incubo la proteina MALT1 con caspasa 3 y caspasa 7 observandose una
digestion selectiva en el caso de la caspasa 3. Los ensayos demuestran que el producto
de MALT1 es susceptible de ser degradado por la caspasa 3 in vitro, sugiriendo ésta
como una posible via de degradacion aungue quizés no la Unica, a juzgar por € rgpido

descenso en los niveles de la proteina después de la transfeccion.

Los ensayos para detectar la activacion de NF-KB también se realizaron en
transfecciones transitorias dentro de las 8 h posteriores a la introduccion del plasmido,
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cuando aun es posible detectar MALT1. Se detectd incremento de la actividad luciferasa
correspondiente a la activacion de NF-KB en e caso de MALT1 y para la doble
transfeccion MALT1-BCL10 pero no para BCL10 solo.

. MALT1
Transfeccidn pCDN3.1 MALT1 BCL10 +BCL10
horas 4 8 24 4824 4824 4824

MALTL —» Hem LA

BCL10 —»

FiguraD1: Western blot a partir extractos obtenidos 4, 8 y 24 horas posteriores a la transfeccion de
células Ba/lF3 con pladsmido vacio, MALT1, BCL10 o ambos y utilizando un anticuerpo anti MYC
especificamente diseflado para reconocer un epitopo afadido artificialmente a la proteina clonada en €l
constructo.

Por otra parte, se seleccionaron clones estables mediante el antibi6tico Geneticina
cuyaresistencia confiere el plasmido y se crecieron en ausenciade IL3. La proliferacion
o muerte celular fue detectada mediante cuenteo con tincién ‘ Trypan blue’ y citometria
de flujo utilizando €l test Annexina V-yoduro de propidio para deteccion de apoptosis.
Las células seleccionadas establemente para la expresion de MALTL1 proliferaron en
ausencia de IL 3 indefinidamente, pero no aquellas transfectadas con plasmido control,
con BCL10 o con MALT1-BCL10, sugiriendo que s6lo MALT1 es oncogénico en células
de estirpe B. Dicha proliferacién se produjo entre 10 y 15 dias después de la seleccién y
con una disminucion de las poblaciones tal, que no permitié el seguimiento mediante
tincion o citometria de flujo debido al reducido nimero de células. Ademas, 24y 48 h

después de retirar la IL3 no se detectaron cambios en la apoptosis ni en la proliferacion
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concluyéndose que sélo una pequefia poblacion celular posee los niveles de expresion

adecuados para conferir dicha capacidad de proliferacion en ausenciade IL3.

Del conjunto de estudios en la linea celular murina se deduce que MALTL1 se
encuentra estrechamente regulado a nivel postraduccional por algin  mecanismo
enddgeno posiblemente especifico que incluye digestion proteolitica. Ademés, MALT1
posee capacidad de transformacion oncogénica en linfocitos B que parece estar ligada a
unos niveles de expresion concretos. Este potencial oncogénico podria deberse a la
activacion del factor NF-KB. Dicha activacion podria contribuir directamente a la
transformacién neoplésicaen los linfomas MALT.
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CONCLUSIONES

Como resumen de este trabajo, 10s datos indican que MALT1 podria actuar como
oncogén dominante y especifico en la patogenia de algunos LNH-B. Aunque el
mecanismo a través del cual actlia es ain desconocido, estudios funcionales podrian
determinar su mecanismo de accién y la posibilidad de que pudiera ser utilizado como

dianaterapéutica en €l tratamiento especifico de este tipo de tumores.
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