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Introduccion

El estudio de los reordenamientos de los genes del receptor de la célula T (TCR) y de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IgH) (analisis genotipico) mediante PCR representa
el método diagnostico mas utilizado para la demostracion del caracter monoclonal o policlonal de una proliferacion linfoide cutanea y extracutanea. Representa en la actualidad
un elemento importante en el diagnoéstico definitivo de un linfoma cutaneo. Sin embargo, el resultado del analisis genotipico debe siempre valorarsedentro de un contexto clinico,

histopatologico e inmunofenotipico particular.

El objetivo del trabajo es analizar la sensibilidad en la deteccion de clonalidad (reordenamiento del TCR-y e IgH obtenidos mediante PCR) en una serie de linfomas cutaneos primarios
células Ty B en material de archivo parafinado empleando un sistema automatizado de analisis de fragmentos de ADN (Genescan [GS]).

Material y Métodos

Se analizan un total de 149 muestras de archivo parafinadas correspondientes a pacientes
con linfoma cutaneo primario de células T (LCCT) y B (LCCB). Se estudiaron un total de
113 LCCT (incluyendo 52 micosis fungoide [MF] [46 MF en placas, 3 MF tumorales, 3
sindrome de Sézary], 30 proliferaciones linfoides T CD30+ y 8 linfomas T no-MF) y 36
LCCB (24 LCCB zona marginal, 3 LCCB foliculares, 6 LCCB de célula grande tipo de las
piernas, 3 LCCB secundarios). S6lo aquellos casos en los que se pudo demostrar restriccion
monotipica de cadenas ligeras fueron considerados como LCCB y analizados. En 23 casos
que no cumplian criterios histopatologicos de MF el diagnéstico establecido fue de
parapsoriasis (PP). Como controles se estudiaron 23 lesiones inflamatorias cutaneas
(psoriasis, eccema) y 18 pseudolinfomas B.

Se utilizaron cebadores (“primers”) previamente descritos siguiendo un protocolo estandar
de PCR (BIOMED-2 Concerted Action BMH4-CT98-3936) tanto para el estudio del
reordenamiento de los genes IgH como del TCR-? mediante PCR y andlisis de los fragmentos
obtenidos mediante GS. En todos los casos, el analisis se hizo por duplicado para evitar
la interpretacion de una falsa clonalidad (seudoclonalidad).

2 x 15 ym secciones parafinadas
Kit QlAamp Tissue Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany)

200 ng ADN genémico
Vy21-9 (5°ACG GCG TCT TC(AT) GTA CTA TGA C 37)*FAM
JGTs (5 AGT TAC TAT GAG C(CT) AGT CCC 37)

JGT1/2 (5°AAG TGT TGT TCC ACT GCC AAA 37) \

Primers FR(framework region)1, FR2 o FR3 y JH
BIOMED-2 (Van Dogen 2003)

b

1 pl de producto PCR en 9 pl formamida
0.5 pl peso molecular estandar
Genescan system ABI 3100

Genescan 400-ROX, Applied Biosystems

Nuestros resultados indican que el protocolo de PCR BIOMED-2 representa una
sistematica diagnostica sensible, (til y reproducible en el diagnoéstico de lesiones
precoces de LCCT con cambios histologicos compatibles en material de archivo
parafinado. La especificidad es optima, no detectandose clonalidad en lesiones con
un escaso infiltrado linfoide y de caracteristicas no diagnosticas de MF (PP). La
sensibilidad en la deteccion de clonalidad en los LCCB aumenta sustancialmente
cuando se analizan ademas del FR3 también FR2 y/o FR1 del gen IgH.

Recientemente, se han introducido nuevas técnicas de analisis de productos de PCR
con el objetivo de implementar la sensibilidad y especificidad del analisis genotipico.
La técnica de PCR-GS ha demostrado ser un método sensible y facil de interpretar.
Es un sistema sencillo, rapido, y de bajo coste que ahorra un tiempo considerable
en el laboratorio. Permite una valoracion mas objetiva que los sistemas clasicos de
lectura en geles de electroforesis y facilita la diferenciacion de incluso fragmentos
que difieren Gnicamente en un par de nucleoétidos.
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Resultados

La sensibilidad de el método empleado es del 2% en nuestro estudio sobre material
parafinado. Los resultados obtenidos se hallan detallados en las Tablas | y II.

Se detecto6 una clona dominante en 56/90 LCCT (sensibilidad global: 62%). Se observaron
diferencias segln el subtipo de linfoma analizado (35/52 [66%] en el grupo MF/SS, 15/30
[50%] en los procesos linfoproliferativos CD30+ independientemente de si se trataba de
una PL o un linfoma CD30+ y 6/8 [75%] en LCCT no-MF). Sin embargo, sélo en 1/23 (4%)
de los pacientes con biopsias que no cumplian criterios de LCCT (parapsoriasis en placas)
se detectd una proliferacion monoclonal linfoide T. Unicamente se detecté una clona
dominante en un caso de eccema de contacto secundario a Kathon CG cuya clinica se
resolvio después de que el paciente evitara contacto con el alérgeno. (Especificidad: 95%;
valor predictivo positivo (VPP): 96%; valor predictivo negativo (VPN): 56%).

La sensibilidad global de la deteccion de clonalidad en LCCB fue del 77%. El subtipo de
la zona marginal era el grupo mas numeroso con una sensibilidad del 70% (17 de 24
casos). Si se realizaba unanalisis aislado del fragmento FR3, la sensibilidad era del 57%
(50% en los LCCB de la zona marginal), mientras que si se estudiaban asimismo los
fragmentos FR2 y FR1 (con cebadores especificos), se constataba un aumento de
sensibilidad de un 66% y 87%, respectivamente. En ninglin caso de pseudolinfoma se
demostro clonalidad. (Especificidad: 100%; VPP:100%; VPN: 77%).
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