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Glosario de términos y abreviaturas 
 

A 
 

ADN/DNA  Ácido desoxirribonucleico 

ADNc   ADN copia 

Ag   Antígeno 

AID   Desaminasa de citosina inducida por activación 

AKT   RAC (familia Rho)-alfa serina/treonina-proteína quinasa 

ALCL   Linfoma anaplásico de células grandes 

APC    Aloficocianina 

APRIL  Ligando de TNF inductor de proliferación 

ARHGEF1  Factor 1 intercambiador de nucleótidos de guanina Rho 

ARN/RNA  Ácido ribonucleico 

 

B 
 

BAD   Agonista de muerte celular asociado a BCL2 

BAFF   Factor activador de células B 

BCL    Proteína del linfoma de células B 

BCR   Receptor de células B 

BLIMP/PRDM Proteína 1 con dedos de zinc del dominio PR 

BLNK   Proteína conectora de células B 

BRD2   Proteína 2 con bromodominio 

BTK   Tirosina quinasa de Bruton 

B220   Receptor de CD45 marcador de células B 

 

C 
 

CARD11  Dominio 11 de reclutamiento de la Caspasa 

CAR-T  Receptor de antígeno quimérico de linfocitos T 
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C 
 

C57BL/6J  Cepa endogámica común de ratón de laboratorio 

CD   Clúster de diferenciación 

CIN85   Cbl-interacting 85-kDa protein 

C-Kit/CD117  Factor de células madre 

CLL   Leucemia linfocítica crónica 

CLP   Progenitor linfoide común 

CMP   Progenitor mieloide común 

Cre   Cre recombinasa 

CRISPR  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

CSC    Célula madre del cáncer 

CSR   Recombinación específica de clase 

CTL/T-CD8+  Linfocito T citotóxico CD8+ 

CTCL/LCCT  Linfoma cutáneo de células T 

 

D 

 
ddH2O  Agua bidestilada 

DLBC/LCGBD  Linfoma de células grandes B difuso 

ABC-DLBCL  LCGBD de células B activadas 

GCB-DLBCL LCGBD de centro germinal 

DLBCL-NOS  LCGBD no especificado 

DTT   Ditiotreitol 

 

E 

 
ECM   Matriz extracelular 

EDTA   Ácido etilendiaminotetraacético 

E2F   Factor de transcripción implicado en el control del ciclo celular 

ELP   Progenitor linfoide temprano 

ESC    Célula madre embrionaria 
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F 
 

FACS              Separación celular por activación por fluorescencia 

FAS    Fas Cell Surface Death Receptor 

FCS   Suero fetal bovino 

FDA   Food and Drug Administration 

FDC   Célula dendrítica folicular 

FDR   Tasa de descubrimiento de falsos positivos 

FITC   Isotiocianato de fluoresceína 

FL/LF   Linfoma folicular 

FOXP1  Forkhead box protein P1 

 

G 

 
GAPDH  Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 

GC   Centro germinal 

GCB   Célula B del centro germinal 

GCET   Germinal center B cell-expressed transcript 

GEF   Factor intercambiador de nucleótidos de guanina 

GEP   Perfil de expresión génica 

GFP   Proteína de fluorescencia verde 

GNA13  Subunidad alfa 13 de proteína de unión a nucleótidos de guanina 

GRB2   Proteína 2 unida al receptor del factor de crecimiento 

Gr-1   Marcador de diferenciación mieloide 

GSEA   Análisis de enriquecimiento mediante de grupos de genes 

GSK3   Glucógeno sintasa quinasa 3 

GTP   Guanosina trifosfato 

 

H 

 
HDAC   Histona desacetilasa 

HE   Hematoxilina y eosina 
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H 
 

HGAL   Linfoma asociado a centro germinal humano 

HL/LH  Linfoma Hodgkin 

HLA   Antígeno leucocitario humano 

HRP   Peroxidasa de rábano picante 

HSC   Célula madre hematopoyética 

HSC/PC  Célula madre/progenitora hematopoyética 

 

I 

 
ICOS   Coestimulador de células T inducible  

Ig   Inmunoglobulina 

IHC   Inmunohistoquímica 

IKK   IkB quinasa 

IL   Interleucina 

IRES   Sitio de entrada interno ribosomal 

IRF4    Factor 4 regulador del interferón 

ITAM   Modified immunoreceptor tyrosine- based activation motif 

ITIM   Modified immunoreceptor tyrosine- based inhibitory motif 

 

J 

 
JAK/STAT  Janus kinase/signal transducers and activators of transcriptions 

 

K 
 

kb   Kilobase 
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L 
 

LARG   Factor intercambiador de guanina Rho asociado a la leucemia 

LMO2   Lim domain only 2 

LYN   Tyrosine-Protein Kinase Lyn de la familia Src 

Ly6   Antígeno linfocitario 

 

M 

 
Mac-1/CD11b Antígeno de macrófagos 

MALT   Tejido linfoide asociado a mucosas 

MAPK   Proteína quinasa activada por mitógeno 

Mb   Megabase 

Mb1   Antígeno de membrana plasmática de células B 

MCL/LCM  Linfoma de células del manto 

MCL-1  Proteína 1 de diferenciación celular de leucemia mieloide inducida 

MHC-I/II  Complejo principal de histocompatibilidad de clase I/II 

Mir-155  Micro ARN 155 

MO/BM  Médula ósea/Bone Marrow 

MPP   Progenitor multipotente 

MPW   Agua Millipore 

mTORC1  Diana mamífera/mecanística del complejo 1 de la rapamicina 

MYC   Myelocytomatosis 

MYD88  Factor 88 de diferenciación mieloide 

MZL/LZM  Linfoma de la zona marginal 

 

N 
 

NFAT   Factor nuclear de las células T activadas 

NFKBIA  Nuclear Factor of Kappa Light Chain Gene Enhancer In B-Cells 

NGS   Secuenciación de nueva generación 

NHL/LNH  Linfoma no Hodgkin 
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N 
 

NK   Natural killer 

 

O 

 
OCT   Medio de montaje para criostatos 

OMS   Organización Mundial de la Salud 

 

P 
 

PAX5   Paired Box 5 

Pb   Par de bases 

PBS   Tampón fosfato salino 

PCR    Reacción en cadena de la polimerasa 

PDE4DIP  Phosphodiesterase 4D Interacting Protein 

PD/PD-L  Muerte celular programada/ligando de muerte celular programada 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

PDZ   Dominio estructural común de 80-90 aminoácidos 

PE    Ficoeritrina 

PerCP   Peridina clorofila 

PET   Tomografía por emisión de positrones 

PI    Yoduro de propidio 

PI3K   Fosfoinositol 3-quinasa 

PIM1   Pim-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase 

PIR-B   Receptor similar a la inmunoglobulina leucocitaria  

PKA/C  Proteína quinasa A/C 

PLCγ2  Fosfolipasa Cγ2 

PMBCL  Linfoma primario mediastínico de células B 

PNA   Aglutinina de cacahuete 

P2RY8   Miembro 8 de la familia del receptor P2Y 

PTCL/LPCT  Linfoma periférico de células T  
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P 
 

PTNFL  Linfoma folicular ganglionar de tipo pediátrico 

PTPN6  Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 6 

 

R 
 

RAB10  Proteína de unión a GTP asociada a Ras 

RAC1   Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1   

RCLB   Tampón de lisis de eritrocitos 

REAL   Revised European-American Lymphoma Classification 

RGS1   Regulador 1 de la señalización de proteínas G 

Riz   Dedo de zinc que interactúa con la proteína de la retinoblastoma 

RMN   Resonancia magnética nuclear 

RPA   Proteína de replicación A 

RT-PCR  PCR a tiempo real/cuantitativa 

 

S 
 

SAM    Significance Analysis of Microarrays 

Sca1   Antígeno de células madre 1 

SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico 

SHIP   SH2-containing inositol-5-phosphatase  

SHM   Hipermutación somática 

SHP1   Proteína tirosina fosfatasa 1 

SINE   Inhibidor selectivo de la exportación nuclear 

SIRP2   Proteína beta 2 reguladora de la señal 

SLL/LLP  Linfoma linfocítico pequeño 

S1PR2   Receptor 2 de esfingosina-1-fosfato 

SRBC   Sheep red blood cell 

SYK   Tirosina quinasa esplénica 
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T 
 

Ter-119   Marcador de superficie eritroide 

TAC   Tomografía axial computarizada 

TACI   Activador transmembrana e interactor CAML 

TCL   Leucemia/linfoma de células T 

TCR   Receptor de células T 

TGF-ß   Factor de crecimiento transformante ß 

Th-CD4+  Linfocito T cooperador CD4+ 

Tfh   Linfocito T cooperador folicular 

Tfr   Linfocito T folicular regulador 

T-LL   Linfoma linfoblástico de células T 

TNF   Factor de necrosis tumoral 

 

U 
 

UTR   Región no traducida 

UV   Ultravioleta 

 

V 
 

VAV    

VEGF-A  Factor de crecimiento de endotelio vascular A 

VIH   Virus de inmunodeficiencia humana 

 

W 
 

WES   Secuenciación de exoma completo 

WT   Wild-Type, tipo silvestre, control 
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X 

 
XBP1   Proteína de unión a X-box 1 
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Resumen y Palabras Clave 
 

1. Resumen 

 
 Los linfomas de células grandes B difusos (LCGBD) son tumores clínica y 

genéticamente heterogéneos. La desregulación de diversos procesos biológicos 

específicos de las células B, como la señalización del receptor de células B (BCR) y la 

regulación de la motilidad, contribuyen a la linfomagénesis. La proteína HGAL (del 

inglés human germinal associated lymphoma) es una proteína adaptadora específica de 

las células B que controla su motilidad y la señalización del BCR. En las células B 

normales, el gen HGAL se expresa en el centro germinal y rápidamente es reprimido. La 

mayoría de los LCGBD, principalmente los del centro germinal (GCB), aunque en menor 

medida los de tipo activado (ABC), expresan HGAL.  

 

 Para investigar las consecuencias de la expresión constitutiva de HGAL in vivo, 

generamos ratones que expresaban condicionalmente HGAL humano en diferentes etapas 

del desarrollo hematopoyético usando 3 enfoques restringidos mediados por la 

recombinasa Cre para iniciar la expresión de HGAL en las células madre 

hematopoyéticas, las células pro-B o las células B del centro germinal. Tras la 

estimulación inmunológica, se observaron centros germinales más grandes en ratones en 

los que se inició la expresión de HGAL en células B del centro germinal, lo que puso de 

evidencia su implicación en el proceso tumorogénico: en el examen macroscópico estos 

animales presentaban una marcada esplenomegalia causada por grandes tumores, 

independientemente del promotor que controla la expresión de HGAL. Los tres modelos 

de ratón desarrollaron LCGBD con una frecuencia del 12% al 30% a partir de los 13 

meses, lo que condicionó una supervivencia más corta: 21 meses, 20 meses y 16 meses 

de supervivencia específica media las cohortes de Rosa26HGAL/Aid-Cre, 

Rosa26HGAL/Mb1-Cre y Rosa26HGAL/Sca1-Cre, respectivamente. Los estudios 

inmunohistoquímicos revelaron que todos los linfomas eran del tipo BGC, con 

infiltración nodular difusa de los órganos afectados por grandes células linfoides 

pleomórficas que expresaban B220, PAX5, HGAL, PNA e IRF4. 
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 Además, en estos modelos murinos la sobreexpresión condicionada de HGAL dio 

lugar a una evidente afectación extraganglionar con afectación del hígado y de los 

ganglios linfáticos en los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, del riñón y del páncreas en los 

ratones Rosa26HGAL/Mb1-Cre y del riñón y del hígado en los ratones Rosa26HGAL/Aid-

Cre.  El estudio de microarrays puso de manifiesto la presencia de una marcada expresión 

diferencial entre las células con linfoma y los esplenocitos B normales en la que destacaba 

una sobreexpresión del regulador de la señalización de proteína G1 (RGS1), relacionado 

con la regulación de la migración celular y de RAB10. El análisis de los genes expresados 

diferencialmente entre las células esplénicas B de los tres modelos murinos en 

comparación con ratones control de la misma camada reveló un enriquecimiento en genes 

comunes a los tres modelos entre los que destacaba una sobreexpresión en los linfomas 

de la señalización de mTORC1, la respuesta de interferón, las dianas E2F y la 

señalización de la vía IL-6/JAK/STAT3. 

 

 La secuenciación del exoma completo de 8 muestras de tumores murinos reveló 

la presencia de 124 mutaciones sin-sentido o de sentido erróneo en 110 genes, con una 

media de 15 por tumor (número similar a la mediana de 17 alteraciones genéticas por 

tumor encontradas en los LCGBD humanos). Algunos de los genes mutados ya habían 

sido descritos previamente en tumores humanos del tipo LCGBD, con 18 mutaciones 

detectadas previamente, de forma recurrente, en un 0.7% de los LCGBD humanos : PIM1, 

GNA13, FAS, PDF4DIP, NFKBIA y PTPN6. Posteriormente, la secuenciación del ARN 

mostró que todos los tumores murinos analizados expresaban BCL6. Es posible que la 

ausencia de expresión de BCL6 en algunos tumores con expresión de HGAL pudiera 

deberse a la estimulación mejorada del BCR con HGAL en estos tumores, tal y como se 

ha descrito en algunos estudios que muestran una disminución en la expresión de proteína 

proteica de BCL6. El análisis del reordenamiento de las inmunoglobulinas confirmó que 

todos los tumores de células B eran clonales y tenían mutaciones somáticas 

independientemente del impulsor del promotor encargado de la expresión de HGAL. 

Nuestros resultados demuestran que la expresión forzada constitutiva de HGAL conduce 

al desarrollo de LCGBD de tipo BCG. 
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1. Abstract 

 
 Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL) are clinically and genetically 

heterogeneous tumors. Dysregulation of various biological processes specific to B cells, 

such as B cell receptor (BCR) signaling and regulation of motility, contribute to 

lymphomagenesis. Human germinal associated lymphoma (HGAL) protein is a specific 

adapter protein of B cells that controls their motility and BCR signaling. In normal B 

cells, the HGAL gene is expressed in the germinal center and is rapidly repressed. Most 

DLBCL, mainly those of the germinal center (GCB), although to a lesser extent those of 

the activated type (ABC), express HGAL. 

 

 To investigate the consequences of constitutive expression of HGAL in vivo, 

we generated mice conditionally expressing human HGAL at different stages of 

hematopoietic development using 3-restricted Cre recombinase-mediated approaches to 

initiate HGAL expression in hematopoietic stem cells, pro-B or B cells of the germinal 

center. After immunological stimulation, larger germinal centers were observed in mice 

in which the expression of HGAL was initiated in B cells of the germinal center, which 

evidenced its involvement in the tumorigenic process: in the macroscopic examination 

these animals presented a marked splenomegaly caused by large tumors, regardless of the 

promoter that controls HGAL expression. The three mouse models developed DLBCL 

with a frequency of 12% to 30% from 13 months, leading to a shorter survival: 21 months, 

20 months and 16 months of median specific survival in the Rosa26HGAL/Aid-Cre, 

Rosa26HGAL/Mb1-Cre and Rosa26HGAL/Sca1-Cre cohorts, respectively. 

Immunohistochemical studies revealed that all the lymphomas were of the SLNB type, 

with diffuse nodular infiltration of the affected organs by large pleomorphic lymphoid 

cells expressing B220, PAX5, ALGH, PNA, and IRF4. 

 

 In addition, in these mouse models conditioned overexpression of HGAL resulted 

in evident extranodal involvement with involvement of the liver and lymph nodes in 

Rosa26HGAL/Sca1-Cre mice, kidney and pancreas in Rosa26HGAL/Mb1-Cre mice and 

kidney and liver in Rosa26HGAL/Aid-Cre mice.  
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 The microarray study revealed the presence of a marked differential expression 

between cells with lymphoma and normal B splenocytes, in which an overexpression of 

the regulator of signaling protein G1 (RGS1), related to the regulation of cell migration 

and RAB10. Analysis of differentially expressed genes between spleen B cells of the three 

mouse models compared with littermate control mice revealed an enrichment in genes 

common to all three models notable among them was an overexpression of B signaling 

in lymphomas of mTORC1, interferon response, E2F targets, and IL-6/JAK/STAT3 

signaling pathway. 

 

 Whole-exome sequencing of 8 murine tumor samples revealed the presence of 

124 nonsense or missense mutations in 110 genes, with a mean of 15 per tumor (like the 

median of 17 genetic alterations per tumor found in the human DLBCL). Some of the 

mutated genes had already been previously described in human LCGBD-type tumors, 

with 18 mutations previously detected, recurrently, in 0.7% of human DLBCL: PIM1, 

GNA13, FAS, PDF4DIP, NFKBIA, and PTPN6. Subsequently, RNA sequencing showed 

that all murine tumors analyzed expressed BCL6. It is possible that the absence of BCL6 

expression in some tumors with HGAL expression could be due to the enhanced 

stimulation of the BCR with HGAL in these tumors, as has been described in some studies 

showing a decrease in the expression of HGAL protein. Immunoglobulin rearrangement 

analysis confirmed that all B-cell tumors were clonal and had somatic mutations, 

regardless of the promoter drive responsible for HGAL expression. Our results 

demonstrate that constitutive forced expression of HGAL leads to the development of 

GCB-DLBCL. 

 

 Our results demonstrate that constitutive forced expression of HGAL leads to the 

development of DLBCL. 
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Introducción 
 

1. Linfoma: epidemiología, etiología y clasificación  

 
1.1. Características, etiología y epidemiología del linfoma 

 
 ‘Linfoma’ es un término general empleado para describir neoplasias 

hematológicas que se originan en el sistema linfático. En ocasiones, aunque menos 

utilizado, se le denomina ‘tumor hematológico sólido’ para diferenciarlo de la 

leucemia2,3. El tejido linfoide se localiza esencialmente en los ganglios linfáticos, por lo 

cual este tipo de tumor maligno suele presentar, de forma general, ganglios linfáticos 

hipertrofiados. No obstante, estos tumores no se encuentran restringidos a los ganglios 

linfáticos porque el sistema linfático también comprende el bazo, el timo y la médula ósea 

3–6. Además, dado que las células de tipo linfoide se hallan distribuidas por todo el 

organismo, el linfoma puede afectar a multitud de órganos extralinfáticos, tales como el 

hígado o el pulmón4,7.  

 

Los dos tipos principales de linfoma son3,8–10: 

 

1. El linfoma de Hodgkin (LH)11–13, descrito por Thomas Hodgkin en 1832, que 

suele diseminarse de forma ordenada de un grupo de ganglios linfáticos a otros. 

Con la aplicación del tratamiento quimioterápico adecuado, este tumor se cura en 

la mayor parte de las ocasiones y se dispone de un anticuerpo monoclonal anti 

CD30 (Brentuximab Vedotin), para los casos que recaen o son refractarios a la 

primera línea de tratamiento. Tiene cuatro tipos histológicos y es de origen B. 

 

2. Los linfoma no hodgkinianos (LNH)14–16, caracterizados por la ausencia de 

células de Reed-Sternberg a nivel histopatológico, lo que lo diferencia del LH. Su 

incidencia comenzó a aumentar a partir de 1990. A diferencia del LH, los LNH 

tienen muchos tipos histológicos y pueden ser de estirpe B, T o NK. 
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 Ambos tipos de linfomas pueden ocurrir en cualquier momento del desarrollo, 

diagnosticándose tanto en niños, como en adolescentes y adultos15–18.  

El LH es mucho más frecuente en adultos jóvenes, mientras que los LNH se dan en 

adultos mayores de 50 años19.  

  

 Actualmente, no se conocen las causas de la mayoría de los linfomas, pero sí 

existen numerosas investigaciones que describen la asociación entre determinados 

factores externos (biológicos, físicos, ambientales…) y la aparición de la enfermedad8,20–

25. Así, se ha observado un aumento notable del riesgo de padecer linfoma en pacientes 

infectados por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), la asociación entre la 

infección viral por el virus de Epstein Barr o por el virus linfotrópico humano de células 

T y el desarrollo de linfoma, un riesgo mayor en individuos infectados por Helicobacter 

pylori o Borrelia burgdorferi (responsable de la enfermedad de Lyme) y los linfomas 

marginales, así como un mayor riesgo de padecer LNH en individuos expuestos a altos 

niveles de radiación ionizante o el aumento del riesgo de sufrir linfoma de Hodgkin en 

individuos con antecedentes familiares y la asociación entre la presencia de determinados 

componentes en los herbicidas y plaguicidas y la aparición de la enfermedad linfoide17,26. 

 

 En términos generales, la mayoría de los casos de linfoma aumentan su incidencia 

y prevalencia con la edad, debutando los pacientes con una media de 65 años. Asimismo, 

el LH es más frecuente en mujeres, mientras que los LNH son más prevalentes en 

hombres17,27–29. A nivel global, el linfoma es un tipo de tumor maligno que presenta una 

prevalencia superior al millón de personas en todo el mundo. Concretamente, los LNH 

ostentan el tercer puesto de los cánceres con una mayor tasa de crecimiento, por debajo 

del melanoma y del cáncer de pulmón16–18,26. Anualmente, la incidencia de este tipo de 

neoplasia hematológica maligna se incrementa un 3% y, desde comienzos del s. XXI 

supone la quinta causa de muerte por cáncer, con una incidencia anual cercana a los 

60.000 nuevos casos diagnosticados en países desarrollados como Estados Unidos 

(Figura 1)14,30. 
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 Todo esto pone de manifiesto la imperiosa necesidad de identificar los 

mecanismos responsables de la identidad de las células tumorales, a fin de poder 

desentrañar los procesos subyacentes a la carcinogénesis y desarrollar tratamientos más 

efectivos y personalizados24,31–35. 

 

1.1. Clasificación, historia y clínica del linfoma 

 
 Tradicionalmente, y desde el punto de vista histológico, tal y como se comentó en 

el apartado anterior, el linfoma se clasificaba en linfoma Hodgkin y no Hodgkin a finales 

del s. XIX. Esta clasificación se basaba en la presencia de un tipo celular B denominado 

‘célula de Reed-Stembert’ o ‘célula en ojo de búho’, por la particular distribución del 

doble núcleo de la célula a través del microscopio óptico de campo claro2,3,8,10,36. 

Ta
sa

 p
or

 1
00

.0
00

 h
ab

ita
nt

es

Grupos de edad (años)

 
A B 

C D 

Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad de linfoma Hodgkin y no Hodgkin por grupos de edad ajustadas por raza, etnia y 
sexo en Estados Unidos durante el periodo 2015-2019. (A) Tasa de incidencia de linfoma Hodgkin. (B) Tasa de incidencia de linfoma 
no Hodgkin. (C) Tasa de mortalidad de linfoma Hodgkin. (D) Tasa de mortalidad de linfoma no Hodgkin. ~: información omitida por 
existir menos de 16 casos. Adaptada de: U.S. Cancer Statistics Working Group. U.S. Cancer Statistics Data Visualizations Tool, basada 
en la información facilitada en 2021 (1999-2019): ‘U.S. Department of Health and Human Services, Centers for Disease Control and 
Prevention and National Cancer Institute’ (https://www.cdc.gov/cancer/dataviz), 2022. 
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 Posteriormente, se propusieron otras formas de clasificación de los linfomas. A 

mediados de los años 70, se incluyó una clasificación, de acuerdo con el pronóstico de la 

enfermedad dividida en tres grupos: bajo, intermedio y alto grado. Una década más tarde, 

se actualizó este sistema de clasificación en el que se añadió el grado de malignidad del 

linfoma (Revised European-American Lymphoma Classification) 2,3,8: 

 

 Actualmente, el pronóstico de cada linfoma diagnosticado se establece de acuerdo 

con la edad del enfermo, la variedad, la extensión y la terapia potencial que puede 

aplicarse a cada paciente. En esta línea, desde finales del s.XX los expertos en 

hematopatología han ido estableciendo diferentes clasificaciones hasta llegar a la nueva 

clasificación de la Organización Mundial de la Salud en 2008, revisada en 2016, que 

representa una versión actualizada del sistema REAL, en lo referente a la clasificación de 

síndromes linfoproliferativos 2,3,9,37 (Figura 2). 

 

 
 

 
Figura 2. Clasificación y tipos de linfoma según la OMS conforme a la versión actualizada del sistema REAL (Revised 
European-American Lymphoma Classification), para la clasificación de síndromes linfoproliferativos. Se indican los tipos y 
frecuencia del linfoma no Hodgkin (I): linfomas de células B (A), linfomas de células T y CN (B) e inmunodeficiencias-trastornos 
linfoproliferativos asociados. Se indican los tipos de linfoma Hodgkin (II). Elaboración propia. 
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 Recientemente, esta clasificación ha sido revisada nuevamente por la OMS. Dicha 

actualización incluye no solo cambios en la denominación y clasificación de estas 

patologías, sino que, por primera vez, se han introducido lesiones de tipo tumoral38. 

 

 En el caso de los linfomas B, se han incluido un nuevo grupo de lesiones de tipo 

tumoral con predominancia de células B conformado por cinco entidades: proliferaciones 

linfoides ricas en células B reactivas que pueden mimetizarse con un linfoma; enfermedad 

asociada a IgG4; enfermedad de Castleman unicéntrica y enfermedad de Castleman 

multicéntrica idiopática. Asimismo, se ha incluido el linfoma/leucemia de células B 

esplénicas con nucleolos prominentes; el linfoma primario cutáneo de zona marginal y 

las transformaciones de linfomas B indolentes, entre otros. Dentro de las proliferaciones 

linfoides y linfomas B, se ha eliminado la leucemia prolinfocítica de células B 38.  

 

 Además, algunas de estas neoplasias linfoides B se han reclasificado, como es el 

caso del linfoma de células grandes B asociado a fibrina, considerado previamente un 

subtipo de linfomas de células grandes B difuso asociado a inflamación crónica 38. 

 

  En lo referente a los linfomas y proliferaciones linfoides de células T y NK, se ha 

introducido un nuevo grupo de lesiones de tipo tumoral con predominancia de células T 

que engloba tres patologías linfoides: la enfermedad de Kikuchi-Fujimoto, la 

proliferación linfoblástica T indolente y el síndrome autoinmune linfoproliferativo. 

También, se ha incluido un nuevo grupo formado por linfomas de células NK/T positivos 

para el virus de Epstein-Barr. Asimismo, en el grupo de linfomas T primarios cutáneos, 

se ha incluido un nuevo tipo de linfoma: el linfoma periférico de células T primario 

cutáneo, NOS. Dentro de este tipo de linfomas T y NK, se ha eliminado el 

linfoma/leucemia linfoblástico de células NK 38.  

 

 En el caso de los trastornos linfoproliferativos asociados, se han incluido tres 

patologías linfomatosas dentro del grupo de tumores esplénicos de estroma vascular: el 

angioma de células litorales, hamartoma esplénico y la transformación esplénica nodular 

angiomatoide esclerosante 38. Finalmente, en lo que se refiere a la clasificación de los 

linfomas de Hodgkin, no ha habido ningún cambio respecto a la última publicación de la 

OMS 38.  
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 A finales del 2022, el comité de asesoramiento clínico internacional (ICC) publicó 

una clasificación internacional consensuada de neoplasias linfoides maduras 38. Esta 

nueva propuesta utiliza nuevas herramientas para redefinir los criterios y algoritmos 

diagnósticos de un número importante de patologías linfomatosas y la identificación de 

nuevas entidades tumorales tomando como referencia la información clínica, molecular 

y genómica generada durante los últimos 5 años. No obstante, se hace hincapié en la 

necesidad de estandarizar y validar todos estos datos, a fin de poder incorporarlos a la 

práctica clínico-asistencial39. 

 

 En esta clasificación, los grupos principales son: las neoplasias de células B 

maduras, los linfomas de Hodgkin clásicos, las neoplasias de células T y NK maduras, 

los linfomas cutáneos, las enfermedades linfoproliferativas asociados a 

inmunodeficiencia y las neoplasias histocíticas y de células dendríticas39. 

 

 Dentro de las neoplasias de células B maduras, la nueva clasificación contempla 

la leucemia linfocítica crónica, el linfoma esplénico de la zona marginal, el linfoma 

linfoplasmocítico y la gammopatía monoclonal de IgM de significancia indeterminada, 

las neoplasias de células plasmáticas, los linfomas de la zona marginal, el linfoma 

folicular, el linfoma de células del manto, los linfomas de células grandes B difusos, los 

subtipos provisionales de linfoma de células grandes B, las enfermedades 

linfoproliferativas de células grandes B y agentes virales y los linfomas de células B de 

alto grado (LCGBD)  39. 

 

 Entre los linfomas de Hodgkin clásicos, se encuentran las siguientes variedades 

histológicas: esclerosis nodular, la variante rica en linfocitos, la celularidad mixta y la 

variante con depleción de linfocitos 39. Mientras que en lo referente a las neoplasias de 

células T y NK maduras, los principales grupos son las neoplasias de células T y NK 

maduras asociadas al virus de Epstein-Barr, las neoplasias de células T y NK extranodales 

implicadas en el tracto gastrointestinal, el linfoma periférico de células T (NOS), el 

linfoma de células Th foliculares y el linfoma anaplásico de células grandes 39.
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 El diagnóstico del linfoma es sistematizado y estructurado y con él se busca 

determinar el tipo histológico, agresividad y su grado de extensión. Esto resulta esencial 

para su pronóstico y tratamiento. Los principales procedimientos de diagnóstico tienen 

como punto de partida el estudio de la historia clínica del paciente, manifestaciones 

clínicas y exploración física, acompañados de estudios en la sangre (hemograma, nivel 

de LDH y función hepatorrenal). Sin embargo, la prueba diagnóstica esencial es la biopsia 

de ganglio linfático (extirpación parcial o total de un ganglio linfático para estudios 

histológicos y genéticos). Estos estudios deben complementarse con otras exploraciones 

destinadas a comprobar la extensión del linfoma, es decir, el nivel de afectación de otros 

órganos. Entre estas se encuentran la biopsia de médula ósea, la punción de médula 

espinal (biopsia de líquido cefalorraquídeo) y el diagnóstico por imagen complementario 

(tomografía axial computarizada, TAC; resonancia magnética nuclear, RMN; tomografía 

por emisión de positrones, PET; radiografía torácica; gammagrafía ósea y ultrasonido 

abdominal), a fin de valorar regiones corporales extralinfáticas de forma más 

profusa3,4,10,15,18,40–43. 

 

 El tratamiento del linfoma depende del tipo, estadio, edad y estado de salud 

general del paciente. Las diferentes alternativas terapéuticas pueden emplearse en 

monoterapia o terapia combinada. Estas son: quimioterapia (tratamiento principal que 

suele emplearse con radioterapia), radioterapia (tratamiento para la reducción del tamaño 

tumoral), inmunoterapia (terapia dirigida por anticuerpo monoclonales que suele 

combinarse con quimio o radioterapia; Rituximab, anti-CD20 para linfoma de células B 

y Brentuximab Vedotin, anti-CD30, combinado con quimioterapia para linfoma 

Hodgkin), radioinmunoterapia (terapia dirigida con anticuerpos monoclonales marcados 

radioactivamente; Ibritumomab Tiuxetan combinado con itrio-90), bioterapia (Ibrutinib, 

inhibidor de la vía de la tirosina quinasa de Bruton/BTK, modificador de la actividad 

biológica y metabolismo del tumor), trasplante de progenitores hematopoyéticos 

(reemplazo de la médula ósea del paciente por células madre autólogas o alogénicas, 

precedido habitualmente por terapia combinada de radio y quimioterapia) y CAR-T cells 

(terapia biológica con linfocitos T con receptor de antígeno quimérico, modificados 

genéticamente in vitro, para identificar y eliminar las células linfomatosas presentes en el 

organismo)15,24,26,44–49 
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2. Linfoma de células grandes B difuso 

 
2.1. Linfomas no Hodgkin (LNH) 

 

 Los linfomas no Hodgkin (LNH), también conocidos como ‘linfomas malignos’ 

para diferenciarlo del linfoma de Hodgkin (LH) consisten en un grupo de enfermedades 

oncohematológicas caracterizadas por presentar un origen celular linfoide (células B, 

células T o células NK/Natural Killer) en estadios diferentes de maduración 30,50. En 

Occidente, aproximadamente, el 85% de este tipo de linfomas se origina a partir de una 

célula B madura (Figura 3) 14,30,51,52. 

 

 
 

 

 

  

 

 Aunque se desconoce con exactitud la causa de esta patología, sí se sabe que tiene 

su raíz en una célula linfoide, generalmente madura, cuyo estadio de desarrollo se detiene 

y comienza a dividirse de forma descontrolada dando lugar a una posterior hipertrofia del 

órgano del que forma parte25,53.  

Figura 3. Vías de señalización implicadas en los linfomas no Hodgkin. Las potenciales 
dianas terapéuticas para las que existen inhibidores aparecen marcadas en rojo. BCR, receptor 
de célula B; SYK, tirosina quinasa esplénica; BTK, tirosina quinasa de Bruton; PI3Kd, 
fosfoinositol 3-quinasa delta; NICD, dominio intracelular Notch; JAK, Janus quinasa; IKK, 
IkB quinasa; HDAC, histona desacetilasa. Adaptada de: Shingleton J et al. ‘Non-Hodgkin 
Lymphomas: Malignancies arising from Mature B cells’. Cold Spring Harbor Perspectives 
in Medicine 2021; Vol. 11, nº 3, p.1-20230. 
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 El hecho de que el tejido linfático, que forma parte de aparato circulatorio, se 

extienda por todo el organismo conlleva la posibilidad del desarrollo de la enfermedad 

en, prácticamente, cualquier parte de este, pudiendo diseminarse a otras regiones 

corporales54.  

 

 Generalmente, los linfomas se manifiestan a nivel de los ganglios linfáticos. Sin 

embargo, algunos tipos de LNH comienzan en territorios extranodales como la piel o el 

sistema nervioso central 14,15,29. 

 

 En función de la agresividad, los LNH se clasifican en 9,15,16,27,36: 

 

1. Linfomas de bajo grado o indolentes. Se caracterizan por un comportamiento 

menos agresivo y por el desarrollo de adenopatías que cursan lenta y 

paulatinamente, junto con un estado general conservado, a pesar de encontrarse, 

en su mayoría, extendidos. Los más frecuentes son: el linfoma folicular (segundo 

tipo más frecuente, por detrás del linfoma de células grandes B difuso), el linfoma 

de linfocitos pequeños, el linfoma linfoplasmocítico, la macroglobulinemia de 

Waldenström, el linfoma de la zona marginal (incluidos los linfomas MALT) y el 

linfoma cutáneo de células T (micosis fungoide y síndrome de Sézary). 

 

2. Linfomas de alto grado o agresivos. Se caracterizan por un crecimiento, 

extensión y diseminación rápidos que desencadenan la aparición de síntomas 

graves notorios. Los tipos más frecuentes son: el linfoma de células grandes B 

difuso, LCGBD (constituye el 30-40% de todos los linfomas), el linfoma de 

células del manto, el linfoma T periférico, el linfoma de Burkitt y el linfoma 

linfoblástico.
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 Actualmente,  la oferta de quimioterapéuticos e indicaciones disponibles para el 

tratamiento de los LNH ha aumentado considerablemente, lo que ha mejorado el 

pronóstico de los pacientes (Tabla 1) 13,55,56. El pronóstico de los LNH es muy variable. 

En el caso del linfoma folicular, la probabilidad de remisión completa es muy baja, pero 

la tasa de supervivencia global es muy elevada, incluso de 10 años en un número 

importante de pacientes desde su diagnóstico.  En contraposición, se encuentran los 

linfomas agresivos, como el LCGBD, que suelen responder muy bien al tratamiento y 

presentan una tasa de remisión completa de la enfermedad del 60-80%. Todo ello pone 

de relevancia la importancia y necesidad de una mayor comprensión y estudio de esta 

patología, sobre todo el tipo más frecuente de LNH: los LCGBD17,18,27,30,36. 

 

 En los últimos años se han desarrollado modelos animales que modelizan las 

alteraciones moleculares más frecuentes presentes en los linfomas, lo que ha ayudado a 

su mejor comprensión y al desarrollo de nuevos fármacos. El principal problema es la 

elección de la alteración genética que desencadena el proceso cancerígeno, por lo que la 

mayoría de estos estudios se han dirigido principalmente a las células B del centro 

germinal, ya diferenciadas. Sin embargo, estos modelos animales no son capaces de 

mimetizar con exactitud la enfermedad humana ni a nivel biológico ni a nivel genético, 

por lo que resulta imprescindible hallar y establecer un modelo que reúna las 

características necesarias para un estudio y análisis más profuso y exhaustivo del LCGBD 

57–63

Función Fármaco Indicación terapéutica 

Inmunomodulador Lenalidomida LF, LZM, LCM 

 

Inhibidor de BTK 

Ibrutinib LZM, LCM 

Acalabrutinib LCM 

Zanubrutinib LCM 

 

Inhibidor de PI3K 

Idelalisib LF 

Copanlisib LF 

Duvelisib LF 

Inhibidor del proteasoma Bortezomib LCM 

 

Inhibidor de HDAC 

Romidepsina LPCT 

Belinostat LPCT 

Vorinostat LCCT 

SINE Selinexor LCGBD 

Inhibidor de EZH2 Tazemetostat LF 

Tabla 1. Indicaciones aprobadas por la FDA para nuevos fármacos en el tratamiento de los linfomas no Hodgkin. 
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2.2.  LCGBD: epidemiología, clasificación y etiopatogenia 

 
 Los linfomas de células grandes B difuso engloban un conjunto de patologías de 

carácter hematológico-linfoide que presentan una proliferación de células grandes, 

núcleos vesiculares con nucleolos visibles, citoplasma basófilo y una tasa proliferativa 

usualmente elevada64–68. Este tipo de LNH agresivos se desarrolla en las regiones 

ganglionares, pero puede presentarse también en regiones extraganglionares69–71.  Los 

LCGBD tienen una incidencia de 20 casos diagnosticados al año por cada 100.000 

habitantes, cuya tasa se incrementa progresivamente con la edad. La edad media de esta 

enfermedad es de 55 años, aunque puede aparecer en cualquier momento del desarrollo. 

 

 Para su clasificación, se ha de tener en cuenta que el linfoma de células grandes B 

difuso puede aparecer de novo (primario) o como una progresión de un linfoma 

inicialmente menos agresivo (secundario), como el linfoma folicular. Dicha clasificación 

ha ido actualizándose paulatinamente, hasta alcanzar la que se emplea hoy en día, 

conforme a lo descrito y recomendado por la OMS2,3 y por el Comité de Asesoramiento 

Clínico (ICC)72 reconociéndose un total de seis categorías de LCGBD 2,3,9,10,37,73: 

 

1. LCGBD, NOS que representa la forma más común de LNH y LCGBD, por lo que 

es la categoría sobre la que versa la presente Tesis Doctoral. 

 

2. LCGBD primario del sistema nervioso central. 

 

3. LCGBD primario testicular. 

 

4. LCGBD primario cutáneo de la pierna. 

 

5. LCGBD positivo para el virus de Epstein-Barr, NOS. 

 

6. LCGBD asociado a inflamación crónica.
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 Cada una de estas cuatro categorías incluye, a su vez, subcategorías de acuerdo 

con su morfología, clínica e histología, lo que evidencia la complejidad en la organización 

de este tipo de patologías oncohematológicas 2,3,8–10,37,73–75. Actualmente, la mayor parte 

de los casos diagnosticados se corresponde con la categoría de LCGBD no especificado, 

que es la elegida cuando el paciente presenta linfoma de células grandes B difuso que no 

se ajusta a ninguno de las categorías definidas. No obstante, esta categoría de LCGBD se 

subdivide a su vez en diferentes subtipos en función de sus características moleculares, 

morfológicas, génicas e inmunohistoquímicas76–78. 

 

 Desde un punto de vista morfológico, se pueden distinguir tres tipos 

principalmente: anaplásico, inmunoblástico y centroblástico. Este último, se caracteriza 

por presentar células medianas o grandes con un núcleo ovalado, redondo o multilobulado 

(asociado a ubicaciones extraganglionares), además de dos o cuatro nucleolos y un 

citoplasma basófilo. El LCGBD de tipo inmunoblástico, se caracteriza porque la práctica 

totalidad de sus células son inmunoblastos con un nucleolo central de gran tamaño y un 

citoplasma basófilo o anfofílico. Finalmente, la variante anaplásica se caracteriza por 

presentar células muy grandes ovaladas, redondas o poligonales pleomorfonucleares y 

poseen cierta similitud con las células de Reed-Sternberg del linfoma Hodgkin76,79–84. 

 

 El inmunofenotipo de los LCGBD no especificados es característico y destaca la 

expresión de sIg+/- (inmunoglobulina de superficie), cIg+/- (inmunoglobulina de 

citoplasma), CD19+, CD20+, CD22+ y CD79a+. Junto con estos marcadores de superficie 

suelen hallarse otros, tales como CD45 y PAX5. Asimismo, pero con menos asiduidad, 

pueden encontrase otros marcadores de superficie como CD10, BCL6, IRF4, LMO2, 

GCET1 o FOXP50,85–90. Además, el estudio del perfil de expresión génica y del 

transcriptoma, mediante el empleo de técnicas de microarrays o RNAseq, posibilita 

discernir entre diversos tipos moleculares de los linfomas de células grandes B difusos, 

como es el caso de los linfomas de células grande B difusos de centro germinal (LCGBD-

CGB) caracterizados por expresar genes asociados a células B del centro germinal y de 

los linfomas de células grandes B difusos de células B activadas (LCGBD-ABC) 

caracterizados por expresar genes asociados a células B activadas de la periferia y a 

procesos mitogénicos75,78,83,84.
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 Las aberraciones genéticas más frecuentes, que suponen hasta un 40% entre los 

casos de los LDGBD no especificado (LCGBD-NOS), son las translocaciones de la 

región 27 del brazo largo del cromosoma 3 (3q27), que producen el reordenamiento del 

gen BCL6; este gen es responsable del control de la formación del centro germinal y se 

expresa selectivamente en las células B de centro germinal, actuando como represor 

transcripcional 91–97. A nivel molecular, dicha translocación (3q27) impide la represión 

del gen BCL6 necesaria para la diferenciación de las células B del centro germinal, lo que 

desemboca en una alteración genética que provoca la inactivación de p5392,94,98–100. 

 

 En esta misma línea, el linfoma de células grandes B difuso no especificado suele 

presentar con frecuencia aberraciones genéticas en otros genes de la familia BCL, como 

es el caso del gen BCL2, alteración asociada al linfoma folicular. La translocación del gen 

BCL2 supone el 20% de los casos de LCGBD de novo o LCGBD derivados de un linfoma 

folicular, inicialmente menos agresivo95,100,101. 

 

 Otra de las alteraciones genéticas más comunes, que supone el 10% entre los 

pacientes con linfoma de células grandes B difuso, es el reordenamiento del gen MYC. 

De estos casos diagnosticados, aproximadamente, la quinta parte exhibe, además, la 

translocación del gen BCL2 y/o del gen BCL6, dando lugar a lo que se conoce como 

‘doble hit’ o ‘triple hit’47,61,95,102,103. 

 

 Asimismo, diversas investigaciones han demostrado que el linfoma de células 

grandes B difuso también puede originarse como resultado de la aparición de mutaciones 

en genes que modifican y regulan la cromatina. Esta heterogeneidad, desde un punto de 

vista molecular, se ha observado en cerca del 40% de los casos de linfoma de células 

grande B difuso de centro germinal y del 18% de linfoma de células grande B difuso de 

células B activadas, que exhiben deleciones de un único alelo y mutaciones de carácter 

represor en el gen CREBBP51,75,83,95,104,105.
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 Finalmente, hay que señalar que ambos subtipos de linfoma de células grandes B 

difuso (centro germinal y células B activadas) presentan con frecuencia alteraciones 

genéticas asociadas al reconocimiento inmune y presentación antigénica. Concretamente, 

el 30% de los pacientes diagnosticados posee mutaciones de tipo inactivante, así como 

deleciones en el gen B2M, que codifica para una subunidad del complejo principal de 

histocompatibilidad I (MHC-I). Esto conlleva la expresión alterada del complejo del 

antígeno leucocitario humano (HLA-I) implicado en el reconocimiento de las células T 

citotóxicas CD8+104,106–109. 

 

 En esta línea, cerca del 20% de los pacientes exhibe alteraciones en el gen CD58, 

involucrado en las respuestas inmunes mediadas por las células NK y T127–129. En 

conjunto, estos eventos explicarían la evasión inmune y un estado deficiente de 

inmunovigilancia que favorecería el desarrollo y progreso de la enfermedad. Otras 

alteraciones de esta tipología son las que tienen lugar en los genes MHC-II, PD-L1 y PD-

L2 asociados al funcionamiento y homeostasis del sistema inmune44,48,71,112. 

 

 Así, se evidencia que el linfoma de células grandes B difuso constituye una 

patología oncohematológica muy heterogénea no solo a nivel genético, sino a nivel 

clínico y fenotípico (Figura 4)112–115. Por tanto, el estudio y análisis de esta 

heterogeneidad es de vital importancia para una comprensión, diagnóstico y pronóstico 

más profusos y exhaustivos en una enfermedad que aún, en la actualidad, es responsable 

de un importante número de defunciones40,79,116–118.
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2.3.  LCGBD: célula de origen, clínica y modelos experimentales 

 
 
 Basados en el PEG, se han definido tres tipos principales moleculares de LCGBD: 

células B del centro germinal, células B plasmablásticas comprometidas al linaje células 

B y células B nodulares (PMBCL)78,83,88,89,106. De este modo, se establece que la célula 

responsable del inicio del proceso cancerígeno es una célula diferenciada ya 

comprometida que define el fenotipo canceroso. Así, la localización anatómica, el 

inmunofenotipo y la morfología son los responsables de definir la célula origen del 

cáncer1,63,119–121.  

 

 Algunos investigadores han estudiado la posibilidad de que la célula responsable 

de originar el linfoma de células grandes B difuso sea una célula madre progenitora 

hematopoyética81,122–124. No obstante, el fenotipo canceroso de la célula madre del cáncer 

no presentaría ninguna similitud con el resto de los componentes celulares de la masa 

tumoral principal81,122,125. En este sentido, la interacción molecular de las células 

tumorales del LCGBD con el microambiente tumoral resulta primordial en el proceso de 

patogenia tumoral (Figura 5) 76,126–128. 

Figura 4. Esquema representativo de la relación entre transcriptómica, taxonomía basada en criterios genéticos y 
microambiente inmuno-tumoral. Los homólogos de los nuevos grupos taxonómicos aparecen descritos en la parte superior. Las 
potenciales dianas terapéuticas para los subtipos genéticos están representadas a la derecha. Los principales subtipos moleculares se 
localizan en la parte central. Adaptada de: Ennishi D et al. ‘Toward a New Molecular Taxonomy of Diffuse Large B-cell Lymphoma’. 
Cancer Discovery 2020; Vol. 10, nº 9, p. 1267-1281172. 
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 Con el fin de comprender el origen y el mantenimiento del proceso tumoral que 

tiene lugar durante la génesis del linfoma de células grandes B difuso, el uso de modelos 

experimentales murinos resulta esencial, especialmente en el ámbito de la clínica para la 

puesta a punto de nuevas aproximaciones terapéuticas44,48,79,80,84. Un modelo 

experimental óptimo ha de ser capaz de mimetizar y reproducir las características 

principales del LCGBD: fenotipo, morfología, rasgos moleculares y ser susceptible a los 

mismos tratamientos empleados en pacientes1,129–133. Hoy en día, se pueden encontrar 

numerosos modelos experimentales murinos que muestran rasgos muy similares al 

LCGBD humano, pero ninguno de ellos es capaz de reproducir fielmente la patología 

humana134. 

 

Figura 5. Interacción molecular entre las células tumorales del linfoma de células grandes B difuso y el microambiente tumoral 
y su implicación en la patogenia tumoral. Representación esquemática que muestra las interacciones moleculares que tienen lugar 
en el microambiente tumoral y su grado de contribución al pronóstico del LCGBD. Los agentes celulares enmarcados en verde hacen 
referencia a un buen pronóstico, mientras que los tipos celulares recuadrados en rojo aluden a un mal resultado clínico. LCGBD 
(linfoma de células grandes B difuso), CTL (células T citotóxicas), PD-1 (muerte celular programa 1), TCR (receptor de células T), 
PD-L1/2 (ligando de muerte celular programa 1/2), APRIL (ligando de TNF inductor de proliferación), VEGF-A (factor de crecimiento 
de endotelio vascular A), ECM (matriz extracelular), BAFF (factor activador de células B), IL-6 (interleucina 6), TFG-ß (factor de 
crecimiento transformante ß), MHC (complejo principal de histocompatibilidad). Adaptada de: Koya J & Kataoka K. ‘More accurate 
prognostic prediction in diffuse large B-cell lymphoma: beyond cell-of-origin’. Annals of Oncology 2018; Vol. 29, nº 12, p. 2284-
2285126. 
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 El principal problema es la elección de la alteración genética que desencadena el 

proceso cancerígeno, dirigida principalmente a las células B del centro germinal, ya 

diferenciadas, por lo que resulta imprescindible hallar y establecer un modelo que reúna 

las características necesarias para un estudio y análisis más profuso y exhaustivo del 

LCGBD (Figura 6)44,76,131,134,135. 

 

 A continuación, se describen algunos modelos experimentales murinos de los 

últimos años, según orden descendente de fecha de publicación: 
 

 

1. Modelo Eμ-BRD2. Modelo transgénico con sobreexpresión de la proteína Brd2, 

especialmente en el bazo. Los animales desarrollan tumores clonales con identidad de 

linaje B, acompañados de esplenomegalia133. 

 

2. Líneas celulares humanas LCGBD en ratones inmunocomprometidos. 

Empleadas para probar la eficacia de inhibidores de STAT3. No se pueden usar para 

el estudio de las etapas iniciales del cáncer108. 

 

3. Modelo Cγ1-cre/Blimp1FF/IKK2castopFL. Modelo triple transgénico condicional 

empleado para estudiar la activación constitutiva de NF-κβ en el desarrollo de linfoma 

de células grande B difuso de células B activadas por la pérdida de BLIMP1136. 

 
 

4. Modelo IμHABCL6. Modelo knock-in de expresión constitutiva de Bcl6 en linfocitos 

B diferenciados. Los ratones desarrollan LCGBD con aumento de los centros 

germinales, para lo cual es necesaria su inmunización semanal60. 

 
5. Modelo iMycE. Modelo de simulación de translocación humana t (8;14) (q24; q32). 

El 60% de estos ratones presentan una proliferación celular B aumentada que da lugar 

a neoplasias de tipo B; como son el linfoma linfoblástico B, el LCGBD y el 

plasmacitoma61. 

 

6. Modelo Bad -/-. Modelo knock-out para generar cepas murinas con tumores clonales, 

debido a la ausencia de la proteína proapoptótica Bad 57.
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7. Modelo H2- Ld -IL6 Tg. Modelo de sobreexpresión de IL-6, en el que los ratones 

desarrollan tumores de tipo plasmacitoma en nódulos linfáticos, placas de Peyer y 

bazo. En el caso del bazo, los linfomas esplénicos desarrollado son de tipo folicular y 

LCGBD en el 30% de los animales137. 

 

8. Modelo transgénico MCL1. Modelo murino con sobreexpresión de Mcl1, gen de la 

familia de Bcl2, en células linfoides, mieloides y progenitores de ambas. La mitad de 

los linfomas diagnosticados son LCGBD clonal y tumores B138. 

 

9. Modelo pEμ-B29-TCL1. Modelo de sobreexpresión de Tcl1, asociados al desarrollo 

de linfoma no Hodgkin derivado de centro germinal. Los animales padecieron 

LCGBD o linfoma de Burkitt de células B maduras139. 

 

10. Modelo Riz1-/-. Modelo knock-out de Prdm2, regulador de la expresión génica. Los 

animales desarrollan tumores clonales con características histológicas muy similares 

a las del LCGBD centroblástico humano140. 

 

 
 

 
 

 

Biología tumoral 
Mutaciones 

Respuesta a drogas 
Quimiorresistencia 

Histopatología 
Perfil de expresión 

Imagen in vivo 
Screening 

Figura 6. Modelo ideal de ratón transgénico para el estudio del LCGBD. Criterios y características del 
modelo experimental murino modificado genéticamente con rasgos óptimos para su empleo en la investigación 
oncológica humana, por su capacidad de mimetizar la patología tumoral. Adaptada de: Cheon D & Orsulic S. 
‘Mouse Models of Cancer’. Annual Review of Pathology: Mechanisms of Disease 2011; Vol. 6, p. 95-119129. 
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3. El gen del linfoma asociado a centro germinal humano (HGAL) 

 
3.1. HGAL: origen y expresión  

 

 La búsqueda continua de dianas para el abordaje terapéutico del linfoma de 

células grandes B difuso derivó en la identificación y posterior clonación de un gen 

al que se denominó HGAL (human germinal center-associated lymphoma), también 

conocido como GCET2 (germinal-center expressed transcript)43,141–143. 

 

 Para llegar a esta afirmación, se analizaron muestras de ARN obtenidas de 

biopsias de pacientes con LCGBD, a las que se les sometió a diferentes pruebas de 

expresión génica 144, que llevaron a la identificación de más de 200 genes que 

presentaban una expresión correlacionada con el pronóstico de estos pacientes. De 

entre todos estos genes, HGAL era el que tenía una expresión más relacionada con la 

supervivencia de estos pacientes. De hecho, aquellos casos de LCGBD que 

expresaban HGAL con mayor intensidad fueron los que presentaban mejores datos 

de supervivencia144. 

 

 Con posterioridad, HGAL y su expresión han servido como rasgo molecular y 

fenotípico para la categorización e identificación de un subgrupo de pacientes con 

linfoma de Hodgkin, en los que existe una clara asociación positiva entre la expresión 

de dicho gen y la supervivencia global y la supervivencia libre de eventos (Figura 7) 

11,145. Para su identificación, se empleó un microarray, según el cual la expresión de 

HGAL era elevada en linfocitos del centro germinal, intermedia en el timo y el bazo 

y muy reducida en los linfocitos B periféricos y pulmones; mientras que el resto de 

los tejidos y órganos presentan trazas de expresión de este gen144. 

 

 En lo que respecta a los experimentos llevados a cabo en las distintas líneas 

celulares, HGAL se expresa en aquellas que proceden de linfoma no Hodgkin, mientras 

que no lo hacen en líneas celulares provenientes de linaje T (Jurkat) o líneas no linfoides 

144. En los linfomas foliculares (LF) HGAL muestra una expresión elevada, mientras que 

es variable en los LCGBD 144.  

 Sin embargo, la expresión de HGAL es débil y casi imperceptible en el caso de 

otras patologías hematológicas, como es el caso de la leucemia mieloide crónica o la 
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leucemia linfoblástica T (Figura 7) 144. Posteriormente, se generó un anticuerpo 

monoclonal específico frente a HGAL, lo que permitió analizar de forma profusa y 

exhaustiva la expresión del gen de interés en el citoplasma de los linfocitos B del 

centro germinal en muestras de amígdalas humanas144. Todo ello facilitó estudiar la 

expresión de HGAL en diversos tipos de linfoma de interés, a saber: el linfoma de 

Burkitt, el linfoma folicular, el linfoma mediastínico y los LCGBD, todos ellos 

procesos linfomatosos derivados del centro germinal (Figura 7)144. 

 

 Por consiguiente, la expresión de HGAL se produce en los linfomas de células B 

derivados del centro germinal y en el LH 145. 

 

 

 

 

3.2. Estructura, biología y funcionalidad de HGAL 

 

 HGAL es un gen que codifica para la proteína homónima y se encuentra 

localizado en la región 13 del brazo largo del cromosoma 3 (3q13)142,146. Dicha 

proteína consiste en un polipéptido de 178 aminoácidos, que comparte un 62% de 

similitud y un 51% de identidad con la proteína M-17, característica del centro 

germinal murino118,147.  

 

 La proteína HGAL posee un perfil lipófobo con ausencia de dominio 

transmembrana, así como secuencia de localización nuclear.  

Figura 7. Expresión de HGAL medida por RT-PCR en tejidos, líneas celulares y neoplasias hematológicas.  HGAL se encuentra 
expresado principalmente en el centro germinal y las líneas celulares derivadas de este. FCL (linfoma folicular), DLBC (linfoma de 
células grandes B difuso), CLL (leucemia linfocítica crónica), MZL (linfoma nodal de zona marginal), MCL (linfoma de manto); T-
LL (linfoma linfoblástico T), GC (centro germinal). La expresión de HGAL, aquí representada, es relativa a la expresión de HGAL 
normalizada con respecto a GADPH en relación con la ratio HGAL/GADPH en la línea celular Raji. Adaptada de: Lossos I et al. 
‘HGAL is a novel interleukin-4-inducible gene that strongly predicts survival in diffuse large B-cell lymphoma’. Blood 2003; 101: 
433-440144. 
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 Asimismo, esta proteína posee un motivo ITAM (modified immunoreceptor 

tyrosine- based activation motif), dentro del cual se hallan dos de los seis residuos de 

tirosina que presenta HGAL; estos son susceptibles de fosforilación, lo que permite 

la interacción interna de puentes disulfuro148–151. Además, el extremo amino terminal 

es susceptible de sufrir miristilación y palmitoilación, lo que posibilita la unión de 

HGAL a la membrana mediante anclaje. Para finalizar, la proteína HGAL posee un 

dominio PDZ en su extremo carboxilo terminal, de gran utilidad en las interacciones 

proteína-proteína144,151–153. 

 

 En lo que se refiere a las funciones y mecanística de la proteína HGAL, se han 

desarrollado numerosas investigaciones a fin de vislumbrar y desentrañar el papel 

que juega HGAL en el proceso linfomatoso, a todos los niveles141,150,154. Entre otros 

datos interesantes, el diseño y estudio de un modelo knock-out para M-17, homólogo 

murino de HGAL, demostró la expresión de esta proteína es prescindible para la 

formación, desarrollo y función del centro germinal. Sin embargo, los animales M-

17-KO exhibían placas de Peyer considerablemente más pequeñas62. Durante los 

últimos años, Lossos, junto a diversos colaboradores, ha estado investigando sobre el 

papel de HGAL a nivel molecular, celular, fisiológico y biológico.  Uno de sus 

estudios más destacados reveló que HGAL es inducible por la acción de IL-4144. Esta 

misma inducción es la responsable de la activación de transductores de señales y 

activadores de STAT6, fomentando la proliferación celular144. En el caso opuesto se 

encuentra el subtipo molecular de linfoma de células grande B difuso de células B 

activadas, en el cual la interleucina activa AKT, lo que provoca la proliferación 

celular por detención del ciclo, desembocando en la imposibilidad de inducir la 

expresión de los genes diana de la IL-4144,147,155,156. A nivel molecular y celular, 

HGAL constituye una proteína citoplasmática que bien podría actuar como proteína 

de tipo adaptador. Esta creencia se apoya en el hecho de que, tras su estimulación, se 

desencadena la fosforilación de sus tirosinas y el posterior reclutamiento de proteínas 

del citosol hacia la membrana plasmática, con el fin de conformar un complejo de 

señalización146,157.  

En este mismo sentido, se ha demostrado que la proteína HGAL es capaz de 

unirse a la actina y miosina II del citoesqueleto a través de su extremo amino terminal, 

lo que la involucra en el proceso de migración celular143,148.  
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Así, se sabe que la IL-6 induce la fosforilación de la proteína HGAL a través 

de la proteína LYN localizada en su residuo de tirosina del extremo carboxilo 

terminal137,141. Esto deriva en la reubicación de HGAL en los podosomas, 

aumentando así la interacción de esta con la miosina I, lo que conlleva la inhibición 

de la migración celular141. 

Estudios adicionales han corroborado y puesto de manifiesto la implicación 

de HGAL en el proceso de migración celular, profundizando en ello desde un punto 

de vista biológico y fisiológico. Más específicamente, se ha demostrado que HGAL 

merma la motilidad celular de los linfocitos B del centro germinal, esto es: HGAL 

activa la señalización de la proteína RhoA, a través de su interacción con GEF y 

LARG, responsables de la formación de GTP y la consecuente activación de RhoA; 

esto supone la disminución de la migración celular156. De este modo, HGAL 

promueve la unión de la miosina a la F-actina por interacción directa, impidiendo la 

translocación de la actina por la miosina143.  

Todo ello, por tanto, pone en valor el papel de HGAL a nivel celular no solo 

como interventor en el mantenimiento del centro germinal, sino como piedra angular 

del confinamiento de las células B en el microambiente del centro germinal1,148,150. 

De forma síncrona, se ha hecho patente la implicación de BLIMP1, responsable del 

proceso de diferenciación de los linfocitos B a células plasmáticas, en la inhibición 

de la expresión de HGAL. Dicha inhibición, se sabe que ocurre por la interacción 

directa de BLIMP1 con el promotor de HGAL, lo que explicaría la ausencia de 

expresión de este último en tumores linfoides de tipo centro germinal B (Figura 8) 

90,136,158,159. 

La acción ejercida por HGAL sobre la movilidad y migración celular de los 

linfocitos B es debida, en parte, a la regulación del miR-155 un micro ARN implicado 

en procesos de linfomagénesis y respuesta inmunes. Su intervención consiste en su 

unión al extremo 3’UTR (región no traducida), produciendo la disminución de la 

expresión de HGAL (Figura 8)160.  

 

Por todo lo anteriormente expuesto, se puede afirmar que HGAL parece jugar 

un papel esencial en la migración de los linfocitos B del centro germinal, 

manteniendo a los mismos recluidos por la inhibición de su capacidad de motilidad 

(Figura 8)154.  
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No obstante, estos hallazgos no son capaces de explicar la importancia a nivel 

biológico de la expresión de HGAL en el centro germinal144,146,150.  

 

Actualmente, no se conoce con exactitud si HGAL podría constituir un 

oncogén o un protooncogén o si juega un papel relevante en la patogenia del linfoma 

de células grandes B difuso a través de su ganancia o pérdida de expresión, en gran 

parte, porque no hay modelos experimentales capaces de mimetizar y de reproducir 

con precisión la función de la proteína humana HGAL142,146,148. 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

3.3. HGAL y etiopatogenia del LCGBD 

 

 Las células B se originan en la médula ósea por la diferenciación de células 

madre hematopoyéticas. Durante su ontogenia temprana se producen 

reordenamientos en los genes que codifican para las inmunoglobulinas, a saber: 

reordenamientos de los segmentos VH, DH y JH de la cadena pesada y de los 

segmentos VL-JL de la cadena ligera122,161,162. Estos posibilitan la generación de un 

notable repertorio de células B y, por ende, la formación de anticuerpos capaces de 

reconocer más de 1 millón de antígenos diferentes161–163. Las células madre 

hematopoyéticas, previamente mencionadas, son las responsables de la formación de 

progenitores multipotentes (MPPs), que se diferencian a progenitores mieloides 

comunes (CMPs) o progenitores linfoides tempranos (ELPs)161,162,164.  

HE HGAL
H 

PAX5
5P 

B220
B 

PNA
P 

PAX5
5P 

Figura 8. Expresión de HGAL durante la formación del centro germinal. La identificación de 
marcadores de superficie, mediante el uso de distintas tinciones (HE, HGAL, PAX5, B220 y PNA), 
revela la localización y distribución de las células B del centro germinal. Elaboración propia. 
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 Dichos progenitores multipotentes comienzan a expresar RAG1 y RAG2, 

genes responsables del reordenamiento de genes que darán lugar a las 

inmunoglobulinas de las células B161,162,164.  

 

 Estos ELPs se diferencian a progenitores linfoides comunes (CLPs), que 

posteriormente empiezan a expresar el marcador de superficie característico de la 

célula B: B220. Los linfocitos en estadio pro-B (CLP-2) son los que sufren el 

reordenamiento de sus genes VDJ de la cadena pesada y expresan en su superficie el 

marcador CD19, lo que da lugar al estadio de desarrollo pre-BI. El posterior 

reordenamiento de los genes involucrados en la formación de la región variable da 

lugar a la diferenciación de estos linfocitos a pre-BII grandes. En este momento, las 

células B dejan de expresar los genes RAG1 y RAG2 y se origina el receptor pre-B 

(pre-BCR), momento crítico en el control de desarrollo linfoide B. En este estadio de 

desarrollo destaca la expansión clonal junto con la reexpresión de los genes RAG, con 

el consiguiente reordenamiento de los genes implicados en la cadena ligera, lo que 

deriva en la formación de células pre-BII pequeñas (Figura 9) 150,161,162. 

 

 La expresión del receptor de células B (BCR) en la superficie marca el estadio de 

diferenciación del linfocito B inmaduro, en el que se analiza su autorreactividad. De este 

modo, los linfocitos B que resultan autorreactivos pueden ser rescatados en un proceso 

secundario de reordenamiento o eliminados/inactivados por anergia o apoptosis162,165–167. 

Las células B inmaduras que expresan IgM en su superficie dejan la médula ósea y viajan 

hasta el bazo165,167. El proceso de diferenciación del linaje B está estrictamente regulado, 

especialmente en los primeros estadios de desarrollo, por un conjunto de factores de 

transcripción que intervienen de forma secuencial161,165.  
 

 En el caso del estadio de desarrollo MPP, PU-1 es esencial, pues según su grado 

de expresión los progenitores multipotentes se diferencian al linaje mieloide o linfoide. 

De la misma forma, Ikaros, Aiolos y Helios son fundamentales para determinar el destino 

durante las primeras etapas del proceso hematopoyético, diferenciación a ELPs, a través 

de la remodelación de la cromatina161,162,168. Por otro lado, los factores de transcripción 

E2A, EBF y PAX5, que cooperan entre ellos, poseen un rol crucial en la diferenciación 

de CLPs a células pro-B162,169.  
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 Otros factores de transcripción, tales como SOX499, LEF1100, IRF4, IRF8107 

intervienen también en los primeros pasos del desarrollo de las células B; mientras que 

otros como Aiolos y OBF1, no solo ejercen su actividad durante los primeros estadios de 

desarrollo, sino que son imprescindibles para el completo funcionamiento de las células 

B maduras en la periferia (Figura 9) 122,162,169. 

 

 Las células B, una vez que abandonan la médula ósea y llegan hasta el bazo, 

continúan su proceso de diferenciación. Inicialmente, pasan por estadios de desarrollo 

transicionales (T1 y T2), para posteriormente, dar lugar a linfocitos B maduros, tras sufrir 

una selección negativa. De entre todos los linfocitos B transicionales, tan solo unos pocos 

migran hacia la zona marginal del bazo donde se transforman en células B de la zona 

marginal. Sin embargo, la gran mayoría de las células B transicionales (T2) dan lugar a 

células B foliculares, que circulan libremente por los folículos esplénicos y los nódulos 

linfáticos, y pueden regresar a la medula ósea, hasta que se produce su inmunosenescencia 

o reconocen a un antígeno y maduran161,165,167.  

 

 En el bazo, si las células B reconocen a un antígeno y poseen la cooperación de 

células T, se desarrolla un área especializada folicular en la que las células B proliferan y 

se desencadena el proceso de cambio de isotipo de inmunoglobulina, así como la 

maduración de la afinidad: el centro germinal165,170. La formación de estas estructuras 

tiene lugar en los folículos esplénicos, los nódulos linfáticos, las placas de Peyer y las 

amígdalas. Para ello, las células B inmaduras migran hacia la zona rica en células T de 

los tejidos linfoides donde son activados por su interacción con células T CD4+ y células 

presentadoras de antígenos (APC). Dicha interacción, se da por la presencia de receptores 

en la superficie de las células B, como TNF y por la presencia de ligandos expresados por 

células T (CD154, ligando de TNF) o APC107,167,170. Una vez activadas, las células B son 

capaces de diferenciarse a células secretores de anticuerpos, células plasmáticas, o a 

precursores B de centro germinal, por su migración hacia el folículo primario donde hay 

células B recirculantes IgM+ IgD+ y células dendríticas foliculares. En esta región, las 

células B proliferan y apartan a las células B recirculantes hacia la zona del manto, 

alrededor del centro germinal, lo que genera una estructura secundaria llamada: folículo 

secundario161,165,167.  
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 La estructura del centro germinal consiste en una zona oscura conformada por 

células B recirculantes (centroblastos) y una zona clara, formada por células B más 

pequeñas (centrocitos) que no proliferan. En torno a estos últimos, se organizan y 

localizan las células dendríticas, las células T y los macrófagos (Figura 10) 170,171. 

Durante el proceso proliferativo, los centroblastos sufren un fenómeno conocido como 

hipermutación somática, responsable de la introducción de modificaciones de los 

segmentos génicos VDJ que codifican para la región variable que originan las 

inmunoglobulinas (Figura 10)172. Para ello, se precisa de la intervención de AID, que 

permite la introducción de mutaciones somáticas por medio de la desaminación de 

citosinas en el ADN. Al mismo tiempo, la actividad de AID está regulada por E1, PAX5, 

IRF8, RPA y PKA21,43,107,173.  

 

 Durante su desarrollo, los centroblastos presentan elevadas tasas de proliferación 

y mutación, por lo que se seleccionan las células B con mayor afinidad y especificidad 

por el antígeno y el resto de las células B se eliminan por apoptosis (Figura 10) 170,171. 

Tras su proliferación, los centroblastos se diferencian a centrocitos y pasan a ocupar la 

zona clara del centro germinal, donde el receptor modificado se selecciona para mejorar 

su unión al antígeno. De nuevo, todos aquellos centrocitos que no presentan un receptor 

adecuado son eliminados por apoptosis; mientras que aquellos que poseen un receptor 

favorable sufren un proceso irreversible de recombinación para el cambio de clase de 

inmunoglobulina, mediado por AID, CD40-CD154, ICOS, TACI y BAFFR 150,165,174,175.  
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Figura 9. Representación esquemática de la ontogenia del linaje B en la médula ósea. Las células madre hematopoyéticas (HSC) 
dan lugar a los progenitores multipotentes (MPPs). Estos dan lugar a los progenitores linfoides tempranos (ELPs) y a los progenitores 
linfoides comunes (CLPs). Estos últimos originan las células pro-B que expresan B220 y el posterior reordenamiento de sus segmentos 
D y J de la cadena pesada y la expresión de CD19 marca la formación de células pre-BI. Estas reordenan los segmentos de la región 
variable de la cadena pesada para dar lugar a las células pre-BII grandes que expresan el pre-BCR. El reordenamiento de los segmentos 
de la cadena ligera delimita el estadio de desarrollo de células pre-BII pequeñas. Finalmente, la presencia del BCR en la superficie 
celular marca el desarrollo del linfocito B inmaduro. Se presentan algunos de los factores de transcripción más importantes en el 
desarrollo linfoide B, en la parte superior e inferior. Elaboración propia. 
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 Los centrocitos seleccionados durante el proceso de proliferación, maduran y 

diferenciación dan lugar a células B de memoria o células plasmáticas (Figura 10). El 

regulador del centro germinal, por antonomasia, es BCL6, que se encuentra expresado en 

centroblastos y centrocitos92,95,98,162. Este regulador se encarga de inhibir aquellos genes 

implicados en la activación de células B, como CD69, CD80 o STAT1, por la represión 

de genes involucrados en la regulación a la baja del ciclo celular. Esto supone la 

inhibición de la respuesta al estrés genotóxico, así como el bloqueo de la diferenciación 

a célula plasmática y célula B de memoria165,167,176,177.  

  

 Se sabe que la inhibición de la expresión de PAX5 constituye el primer paso para 

la diferenciación a célula plasmática. Asimismo, durante el estadio de desarrollo de 

plasmablasto, tanto BLIMP1 como IRF4 aumentan su grado de expresión. BLIMP1, a su 

vez, inhibe la expresión de BCL6 y PAX5. También, hay que destacar el papel de XBP1, 

factor de transcripción, responsable del fenotipo secretor de las células plasmáticas 

(Figura 10) 93,107,136,159,176. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Formación del centro germinal. Tras la estimulación del antígeno dependiente de las células T, las células B específicas 
del antígeno se activan y migran hacia el borde T-B y/o las zonas interfoliculares, donde interactúan con células precursoras de 
linfocitos Th foliculares (pre-Tfh). A continuación, las células B activadas pueden seguir tres destinos: diferenciarse en células 
plasmáticas extrafoliculares de vida corta que secretan anticuerpos de baja afinidad, precursores de centro germinal o células B de 
memoria temprana recirculantes. Los precursores de centro germinal se mueven hacia el centro de los folículos de las células B y 
forman centro germinales incipientes. El centro germinal maduro se polariza en una zona oscura y una zona clara. Las células B de la 
zona oscura sufren una expansión clonal masiva e hipermutación somática y migran hacia la zona clara. Con ayuda de las células T 
(células Tfh y células T foliculares reguladoras,Tfr) y células dendríticas foliculares (FDC), las células B de la zona clara pueden 
someterse al proceso de recombinación de cambio de clase y se seleccionan positivamente en función de su afinidad. Los clones de 
alta afinidad abandonan el centro germinal y se diferencian terminalmente en células B de memoria y células plasmáticas de vida larga. 
Elaboración propia. 
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 El BCR o receptor de células B se encuentra constituido por las cadenas ligeras 

(IgL) y pesadas (IgH) de las inmunoglobulinas localizadas en la membrana plasmática, 

en asociación con los heterodímeros CD79a/CD79b178, que poseen motivos tipo ITAM 

en su estructura. Su activación se origina tras la interacción del antígeno con el anticuerpo 

de superficie, que provoca la agregación del receptor. Posteriormente, las subunidades 

a/b se encargan de la transducción de las señales hacia el interior celular, a través de la 

fosforilación en cascada de las tirosinas (presentes en sus motivos ITAM) por las quinasas 

de la familia SRC, a saber: LYN, FYN y BLK (Figura 11) 150,175,178. 

 

 Más específicamente, la tirosina quinasa LYN se acerca a los motivos tipo ITAM 

presentes en las colas citoplasmáticas de los heterodímeros CD79a/CD79b y fosforila sus 

residuos de tirosina. Esto desemboca en la unión de la proteína SYK a los motivos ITAM, 

concretamente a los dominios SH2 de los mismos, lo que conlleva la fosforilación de 

SYK y, por ende, su activación (Figura 11) 150,178,179. 

 

 Una vez activada, la proteína SYK capta un complejo conector de células B 

(CIN85 y BLNK) que da lugar a la fosforilación y activación de la tirosina quinasa BTK 

y la fosfolipasa Cγ2 (PLC γ2). Esta última activa una nueva vía que desencadena la 

entrada de calcio al interior celular y la activación de la proteína quinasa C (PKC). Estos 

dos eventos, a su vez, inducen la fosforilación y consecuente activación de CARD11, 

proteína adaptadora responsable de la coordinación de un complejo que activa la vía de 

NF- κβ (Figura 11) 174,180.  

 

 A estos actores de la activación del complejo BCR, se une la familia de factores 

de intercambio de nucleótidos de guanina VAV que, a través de la activación de RAC1, 

intervienen en la señalización del linfocito B y regulan los cambios en el citoesqueleto 

(Figura 11)  165,181,182.  

 

 Asimismo, VAV es captado en el correceptor CD19, tras la fosforilación en 

cascada de tirosina quinasas por LYN. Su función es activar la serina/treonina quinasa 

AKT. Esta última, a su vez, es capaz de potenciar la activación de NFAT contrarrestando 

los efectos de tipo inhibidor de la GSK3 sobre NFAT (Figura 11) 161,181,182.  

 



Introducción 
 

 53 

 Todo ello tiene como resultado la activación del complejo del BCR, la vía RAS, 

PI3K, MAPK y factores de transcripción NFAT y NF- κβ. Esto induce modificaciones 

del metabolismo, expresión génica, así como la reorganización del citoesqueleto. Las 

consecuencias de este fenómeno incluyen procesos de tolerancia, apoptosis, proliferación, 

diferenciación, memoria y supervivencia165,183,184. 

 

 El grado, intensidad y magnitud de esta respuesta depende del estadio de 

maduración de la célula B, la naturaleza antigénica, así como la duración del proceso de 

señalización. También, se encuentra regulado por la acción de otros receptores de 

señalización, como es el caso de BAFF-R o CD40. En esta línea, se encuentran otras 

proteínas que juegan un papel indirecto en la activación del BCR, a través de la 

modulación de diferentes elementos de la vía: CD19, CD45, CD22…167,172 

 

 Del mismo modo, esta vía de señalización del receptor de células B presenta una 

regulación negativa. Algunos de los actores principales de esta inhibición (FcγRIIB1, 

CD22 y PIR-B) actúan por el reclutamiento de las proteínas tirosina fosfatasas SHP1 y 

SHIP en los motivos ITIM (motivos inhibidores del inmunorreceptor basados en 

tirosina)162,165,175,179.  

 

 En el caso de SHP-1, su acción consiste en impedir la acción de LYN sobre SYK 

y BTK por desfosforilación de ambas, así como impedir el reclutamiento de la fosfolipasa 

Cγ2. En lo que respecta a CD22, este correceptor regula la vía del BCR por activación e 

inhibición. Por un lado, la retención de la proteína GRB2 en el citoplasma promueve la 

activación de la vía MAPK. Por otro lado, la retención de SHP1 en los ITIMs bloquea la 

señalización del complejo BCR149,150,175. 
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Figura 11. Esquema representativo de la señalización del complejo del receptor de células B. La activación del BCR comienza 
con la interacción anticuerpo-antígeno. Tras la agregación del receptor, la proteína LYN fosforila los motivos ITAM del complejo 
CD79a/CD79b, uniéndose la proteína SYK a los residuos SH2 con su posterior fosforilación y activación. A su vez, SYK recluta a 
BLNK, lo que provoca la fosforilación y activación de BTK y PLCγ2. Esto genera el aumento de calcio intracelular y la activación de 
PKC. El resultado de este proceso de señalización del complejo BCR es la activación de las vías RAS, PI3K, MAPK y factores de 
transcripción NFAT y NF- κβ. Adaptada de:  Efremov D et al. ‘ Mechanisms of B Cell Receptor Activation and Responses to B Cell 
Receptor Inhibitors in B Cell Malignancies’. Cancers 2020; Vol. 12, p. 1396167. 
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Hipótesis 
 

 Los linfomas de células grandes B difusos (LCGBD) son la forma más frecuente 

de linfoma no Hodgkin, y constituyen entidades fenotípica y genéticamente heterogéneas. 

Con un régimen de tratamiento estándar, basado en el uso de poliquimioterapia 

Combinada con Rituximab, son tratables y curables en el 50-70% de los pacientes. Sin 

embargo, estos tratamientos no logran curar al resto de enfermos, bien porque no 

producen respuestas completas o bien porque se producen recidivas o recaídas. Por ello, 

esclarecer la biología de los LCGBD resulta esencial para desarrollar nuevos enfoques 

terapéuticos, que mejoren la supervivencia de los pacientes con LCGBD.  

 

 No obstante, hay que destacar que, en la actualidad, se han incorporado un número 

importante de a los tratamientos disponibles para estos pacientes. Algunos consisten en 

nuevos anticuerpos monoclonales frente a potenciales dianas terapéuticas, otros presentan 

una actividad inmunomoduladora y otros llevan a cabo una acción inhibidora sobre 

puntos de interés en las vías de señalización. A ello, se suma el gran desarrollo e impacto 

de los ensayos clínicos, con los que se está encaminando la práctica clínica hacia la 

medicina personalizada, ámbito en el que destaca la terapia génica mediada por las células 

CAR-T. 

 

 Dentro de los procesos que contribuyen a la linfomagénesis se ha demostrado que 

la señalización y la regulación de la movilidad del receptor de células B (BCR) es un 

proceso clave en el desarrollo de los LCGBD. Entre estos procesos cabe citar la proteína 

HGAL, una proteína adaptadora específica de células B que controla el BCR y se expresa, 

en células normales sanas, en las células B del centro germinal. Las investigaciones 

desarrolladas hasta ahora han puesto de manifiesto la importancia de esta proteína en la 

localización y distribución de las células B del centro germinal y en su formación, pues 

HGAL es responsable de retener a los linfocitos B e impedir su migración fuera de esta 

estructura linfoide secundaria. Algunos resultados previos del grupo de investigación han 

demostrado que la expresión de HGAL en los LCGBD se asocia con una mayor 

supervivencia 11,144,145,185.  
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 Teniendo en cuenta que HGAL interviene en la regulación de dos procesos 

biológicos críticos implicados en la patogenia de los LCGBD (señalización del BCR y 

migración de células B) y se expresa constitutivamente en un número importante de 

tumores y linfomas, me he planteado la hipótesis de que HGAL pueda contribuir a la 

patogenia de los LCGBD. Para demostrar esta hipótesis sería necesario la generación de 

un modelo murino en el que se pueda sobreexpresar HGAL y determinar si esta proteína 

puede producir LCGBD en estos modelos condicionados, pudiendo servir como base 

biológica de su implicación en la génesis de los LCGBD. 

 

 Con ello, se pretende dilucidar si la sobreexpresión de HGAL está involucrada 

directa o indirectamente en el proceso linfomatoso. En caso afirmativo, se indagaría 

cuáles son las consecuencias a nivel de supervivencia, histología y genética en el modelo 

experimental propuesto. Finalmente, en caso de cumplirse la hipótesis propuesta, estos 

resultados podrían suponer potencialmente la antesala de desarrollo de nuevas terapias 

que tengan como diana terapéutica a HGAL. 
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Objetivos 

 
1. Estudiar, analizar y caracterizar la identidad molecular de los linfomas de células 

grandes B difusos asociados a la sobreexpresión de HGAL en un modelo murino 

capaz de reproducir fielmente la enfermedad a nivel fenotípico, clínico y celular 

con el fin de comparar estos datos con los disponibles en humanos. 

 

2. Estudiar el papel de la expresión constitutiva reforzada de HGAL en la formación 

de los centros germinales, condicionada a cada uno de los estadios de desarrollo 

celular: progenitores no comprometidos, progenitores de linaje celular B y células 

B del centro germinal en un nuevo modelo experimental. El posterior análisis de 

estos datos permitirá establecer una propuesta alternativa para el abordaje del 

estudio de la función de HGAL. 

 

3. Estudiar la repercusión y el grado de implicación de la ganancia de función de 

HGAL en la patogenia del linfoma de células grandes B difuso en ratón, a través 

del estudio y secuenciación de muestras tumorales y la identificación de 

potenciales vías de señalización afectadas, para la identificación de nuevas 

aproximaciones terapéuticas.  
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Material y Métodos 
 

1. Generación de cepas de ratón 

 
 El trabajo experimental con el modelo murino se ha llevado a cabo conforme a las 

directrices establecidas por las normas nacionales e internacionales, acerca del cuidado y 

bienestar animal. Dicho trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad 

de Salamanca, así como por la Subcomisión de Bioética del Consejo Superior de 

Investigaciones Científicas (CSIC). Hay que mencionar que, para el desarrollo de este 

proyecto de investigación, se ha contado con formación en capacitación para 

experimentación animal (categorías A-E), así como formación continuada a través de 

Animalaria, Charles River y European Schoolnet Academy. 

 

 Los ratones Rosa26HGAL fueron generados de la siguiente forma: el clon de ADNc, 

obtenido conforme a lo descrito en el epígrafe ‘11. Síntesis de ADNc’, de HGAL se 

subclonó dentro del plásmido Rosa26UA empleando el sitio Ascl. Este plásmido contenía 

la construcción LoxP-pgk-Neo-tPA-LoxP-AscI-FheI-IRES-EGFP dentro los brazos de 

homología del locus Rosa26, dando lugar a la construcción de orientación final LoxP-

pgk-Neo137-tPA-LoxP-HGAL-IRES-EGFP130. 

 

 La línea de células ES de ratón G4186, se usó para modificar el locus Rosa26 por 

recombinación homóloga en el Servicio de Transgénesis del Centro Nacional de 

Biotecnología-Centro de Biología Molecular Severo Ochoa dependientes de la actividad 

de la Universidad Autónoma de Madrid (UAM) y el CSIC. El vector Rosa26HGAL fue 

introducido mediante electroporación en las mencionadas células madre embrionarias 

(ES) para su recombinación homóloga, separando y aislando aquellos clones celulares 

resistentes a neomicina. Posteriormente, los recombinantes homólogos obtenidos fueron 

seleccionados por PCR, Southern Blot y cariotipo para inyectarse en la masa celular 

interna de los blastocistos de embriones murinos. Una vez introducidos, los embriones 

generados fueron transferidos al útero de una hembra seudopreñada y se obtuvieron 

ratones quimera131. 
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 Se obtuvieron animales heterocigotos Rosa26HGAL después del apareamiento de 

ratones quimera con hembras C57BL/6J. Los ratones Rosa26HGAL se cruzaron con ratones 

Sca1-Cre, Mb1-Cre o Aid-Cre para generar ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre187, 

Rosa26HGAL/Mb1-Cre59 y Rosa26HGAL/Aid-Cre173 respectivamente129–132. Todos los 

ratones generados y empleados en este trabajo de Tesis Doctoral poseen un background 

mixto CBAxC57BL/6J. Para su genotipado se emplearon técnicas de Southern-Blot y 

PCR, detallados en los epígrafes inmediatamente inferiores58,59. 

 

 Una vez observados los signos y las manifestaciones clínicas de la enfermedad, 

los ratones fueron sacrificados y sometidos a procedimientos de necropsia estándar. 

Todos los órganos principales fueron examinados bajo el microscopio de disección. En 

lo que se refiere a estos órganos, se tomaron muestras de porciones homogéneas de dicho 

órgano resecado, se fijaron inmediatamente después de la escisión en formaldehido y se 

les aplicó distintas estrategias de tinción a fin de delimitar la arquitectura y organización 

del centro germinal (HE, PAX5, B220 y PNA), en el Servicio de Patología Molecular 

Comparada del Centro de Investigación del Cáncer (CIC). Finalmente, una vez que estos 

animales fueron dados de baja en nuestra base de datos, se realizaron análisis de 

supervivencia de Kaplan-Meier mediante la prueba de rango logarítmico (Mantel-Cox 

test), a fin de observar potenciales diferencias entre los ratones control (WT) y los ratones 

modificados genéticamente. Hay que mencionar que todos los ratones que no 

desarrollaron linfoma fueron sacrificados al alcanzar los 2 años (Figura 12), pues 

ninguno de ellos murió por causas distintas a la patología de interés de nuestro estudio. 

 

 

SPF 

 
 

 

 

Figura 12. Seguimiento de las cepas de ratones generadas. Todos los ratones nacen, se crían y son mantenidos a lo largo del tiempo en 
el animalario bajo estrictas condiciones de ausencia de patógenos (SPF; Anexo 2). Durante este tiempo, los animales son sangrados 
periódicamente, de forma bimensual, para valorar su estado de salud y detectar la posible aparición de la enfermedad (LCGBD), tras el 
análisis por citometría flujo (FACS) de la sangre periférica obtenida; además de observar su aspecto físico, apetito y comportamiento. En 
el caso de que el ratón muestre signos y/o síntomas de fenotipo enfermo o haya cumplido los 2 años, este se sacrifica y se analizan todos 
los tejidos hematopoyéticos por citometría de flujo (ver ‘Materiales y métodos: 4.1. Análisis de poblaciones celulares por citometría de 
flujo’), así como el resto de los órganos para su posterior análisis histológico e inmuhistoquímico (ver ‘Materiales y métodos: 4.3. Análisis 
histológico e inmunohistoquímico’). Elaboración propia. 
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2. Genotipado de cepas de ratón mediante Southern Blot 

 

 La cepa de ratones Rosa26HGAL se genotipó por Southern Blot. Para llevar a cabo 

esta técnica, se extrajo ADN genómico de los ratones, procedimiento descrito más 

adelante en el apartado ‘9. Extracción de ADN’, a partir de un fragmento de cola. 

Posteriormente, el ADN fue resuspendido en un volumen de 50-70 µL de MPW y se 

incubaron 10 µg de ADN a 37ºC con 20U de endonucleasa de restricción EcoRI. Después 

de 5 horas de digestión enzimática, la reacción se detuvo y todos los fragmentos obtenidos 

se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa, para ser después desnaturalizados 

por inmersión en una solución alcalina desnaturalizante que consiste en NaCl 1,5M y 

NaOH 0,5M. 

 

 La desnaturalización se realizó en condiciones de agitación continua y 

temperatura ambiente durante 45 min, a fin de poder romper los enlaces de puentes de 

hidrógeno que unen los nucleótidos, obteniendo así fragmentos de ADN monocatenario. 

A continuación, se neutralizó dicha reacción desnaturalizante mediante una solución 

específica de NaCl 1,5M; Tris-HCl 1M a pH 7,5 en condiciones de temperatura ambiente 

durante 45 minutos y agitación continua. Después, se continuó el proceso con la 

transferencia de ADN a una membrana de nailon (Ref. RPN 303-N, GE Healthcare) 

durante 16 horas, empleando como tampón de transferencia la combinación de NaCl 6M, 

citrato sódico dibásico 0,6M a pH 7 (20X SSC). Posteriormente, se sometió a la 

membrana a una fuente de luz UV de 312 nm durante 20s, con objeto de lograr la unión 

covalente del ADN a esta (UV Stratalinker 2400, Stratagene). 

 

 Finalmente, se realizó la hibridación del ADN, ya unido covalentemente a la 

membrana usando el fragmento ‘RA-4’ como sonda radiactiva, obtenido de un plásmido 

del laboratorio de Stuart Orkin en Boston. Este consiste en un vector de 4 kilobases (kb) 

de ADN genómico del locus Rosa26.  Por digestión con las enzimas de restricción EcoRI 

y PacI, se generó un fragmento de 693 pares de bases (pb) marcado radiactivamente con 

desoxinucleótidos de citosina trifosfato asociados a fósforo-32 (dCTP-P32), empleado 

como sonda de hibridación para el ADN genómico unido a la membrana. Paralelamente, 

se realizaron técnicas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), descritas en el 

siguiente apartado.
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 En lo que respecta a los ratones Sca1-Cre, Mb1-Cre y Aid-Cre; estos se 

genotiparon por Southern Blot siguiendo el procedimiento anteriormente descrito, salvo 

por el empleo de la sonda Cre correspondiente a la parte del ADNc del gen que codifica 

para la Cre recombinasa. Después, esta sonda fue hibridada con el ADN genómico murino 

de interés con 20U de la enzima endonucleasa de restricción EcoRI. El genotipado de 

estos ratones (Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26 HGAL/Mb1-Cre y Rosa26HGAL/Aid-Cre) por 

Southern Blot ya ha sido descrito 150,156. 

 

 

3. Genotipado de cepas de ratón mediante PCR 

 
 A fin de genotipar algunas cepas de ratón, se realizó una PCR del ADN extraído 

de un fragmento de cola de los ratones de interés, siguiendo exhaustivamente el 

procedimiento detallado en el siguiente epígrafe. 

 
 

3.1. Genotipado de cepas de ratón mediante PCR de GFP 

 

 Para la PCR de GFP, se preparó un mix de reacción que consistía en 2,5μL del 

oligo de sentido 10μM; 2,5μL del oligo anti-sentido 10μM; 2,5μL de un buffer comercial 

(Ref. 2900162, 5PRIME); 2,5μL dNTPs 2mM; 2,5μL MgCl2 25mM (Ref. 2900154, 

5Prime); 1U del enzima Taq DNA polimerasa (Ref. 2900163, 5PRIME); 11,3μL MPW, 

1μL de ADN y una gota de aceite mineral (Ref. M3516-6ML, Sigma). Se emplearon los 

siguientes oligos (5’ ® 3’): 

 

GFP-FP2   sentido: AGC ACG ACT TCT TCA AGT CC 

GFP-RP1   anti-sentido: TCC ATG CCG AGA GTG ATC C 

 

 La mezcla de esta reacción fue amplificada usando un termociclador de gradiente 

(Mastercycler, Eppendorf), empleando el siguiente programa: 95ºC, 4´+ [94ºC, 30´´+ 

58ºC, 30´´+ 72ºC, 1´] x 35 ciclos + 72ºC, 10´ + 4ºC. Finalmente, el producto de esta 

amplificación, de un tamaño de 450 pb se corrió en un gel de agarosa al 2% a 65V 1 hora.
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3.2. Genotipado de cepas de ratón mediante PCR de neo 

 

 Para realizar la PCR de neo de los ratones Rosa26HGAL, se preparó la siguiente 

mezcla de reacción: 2,5μL del oligo ‘oIMR013’ 10μM, 2,5μL del oligo ‘oIMR014’ 

10μM, 2,5μL del oligo ‘oIMR015’ 10μM, 2,5μL del oligo ‘oIMR016’ 10μM, 5μL del 

tampón comercial Green GoTaq Flexi Buffer (Ref. M891A GoTaqFlexi DNA 

Polymerase, Promega), 2,5μL dNTPs 2mM; 2,5μL MgCl2 15mM,  1U de enzima GoTaq 

DNA Polymerase (Ref. M829A, Promega), 3,8μL MPW, 1μL de ADN y una gota de 

aceite mineral (Ref. M3516-6ML, Sigma). Los oligos utilizados fueron (5’ ® 3’): 

 

IMR013  sentido: CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC 

IMR014  anti-sentido: AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC 

 

IMR015  sentido: CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG 

IMR016  anti-sentido: GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT 

 

 La mezcla obtenida fue amplificada empleando un termociclador de gradiente 

(Mastercycler, Eppendorf) usando el siguiente programa: 94ºC, 3´ + [94ºC, 20´´+ 64ºC, 

30´´+ 72ºC, 35´´] - 0,5ºC en la elongación por ciclo hasta [94ºC, 20´´+ 58ºC, 30´´+ 72ºC, 

35´´] x 30 ciclos + 72ºC, 2´ + 4ºC. El producto amplificado (neo) de 280pb se corrió en 

un gel de agarosa al 2% a 65V durante 1 hora, junto con una banda de control interna. 

 

3.3. Genotipado de cepas de ratón mediante PCR de Sca1-Cre 

 
 Los ratones Sca1-Cre se genotiparon mediante PCR de Cre. Para la PCR se 

preparó una mezcla de reacción conteniendo 2,5μL del oligo CRE-F 10μM, 2,5μL del 

oligo CRE B 10μM, 2,5μL de un buffer comercial (Ref. 2900162, 5PRIME), 2,5μL 

dNTPs 2mM, 2,5μL MgCl2 25mM (Ref. 2900154, 5PRIME), 0,2μL del enzima Taq 

DNA polimerasa (Ref.2900163, 5PRIME), 11,3μL MPW y 1μL de DNA. La mezcla de 

reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente (Mastercycler, Eppendorf) 

con las siguientes condiciones: 94°C 10min; (94°C 30seg, 50°C 1min, 72°C 30seg) x 35 

ciclos a 72°C durante 2min. El producto de la amplificación tenía un tamaño de 376pb.
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 Los oligos utilizados fueron los siguientes (5’ ® 3’): 

 

CRE-F:  GCCGATGCAACGAGTGATGA 

CRE-B:  GCTATCCTGGCAGCGATCGC 

 

3.4. Genotipado de cepas de ratón mediante PCR de Mb1-Cre 

 

 Las cepas de ratón Mb1-Cre fueron genotipadas por dos reacciones de PCR 

independientes, pero paralelas. Sendas reacciones presentaban una mezcla común: 2,5μL 

del oligo ‘sen’ 10μM; 2,5μL del oligo ‘anti-sen’ 10μM, 2,5μL de un buffer comercial 

(Ref. 2900162, 5PRIME), 2,5μL dNTPs 2mM, 2,5μL MgCl2 25mM (Ref. 2900154, 

5PRIME), 1U del enzima Taq DNA polimerasa (Ref. 2900163, 5Prime), 11,3μL MPW, 

1μL de ADN y una gota de aceite mineral (Ref. M3516-6ML, Sigma). Los oligos 

utilizados fueron los siguientes (5’ ® 3’): 

 

Mb1   sentido: CTG CGG GTA GAA GGG GGT C 

   anti-sentido: CCT TGC GAG GTC AGG GAG CC 

 

hCre   sentido: CCC TGT GGA TGC CAC CTC 

   anti-sentido: GTC CTG GCA TCT GTC AGA G 

 

 Posteriormente, la mezcla de cada una de las reacciones para PCR fue 

amplificadas en un termociclador de gradiente (Mastercycler, Eppendorf) usando el 

siguiente programa: 95ºC, 4´30´´+ [95ºC, 30´´+ 65ºC, 45´´+ 72ºC, 30´´] x 36 ciclos + 

72ºC, 2´ + 4ºC. 

 

 El producto amplificado de ‘Mb1’ constaba de 420 pb y el de ‘hCre’ 430 pb. 

Sendos productos se corrieron en un gel de agarosa al 2% a 65V durante 1 hora. La 

presencia de una única banda de 420 pb era indicativa de un genotipo silvestre (control, 

Wild-Type/WT), mientras que la presencia de dos bandas en el gel determinaba un 

genotipo Mb1-Cre.
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3.5. Genotipado de cepas de ratón mediante PCR de Aid-Cre 

 
 Se preparó una mezcla de reacción conteniendo 2,5μL del cebador “PR1” 10μM, 

2,5μL del cebador ‘PR2’ 10μM; 2,5μL de un buffer comercial (Ref. 2900162, 5PRIME), 

2,5μL dNTPs 2mM, 2,5μL MgCl2 25mM (Ref. 2900154, 5PRIME), 1U del enzima Taq 

DNA polimerasa (Ref.2900163, 5PRIME), 11,3μL MPW y 1μL de DNA y una gota de 

aceite mineral (Ref. M3516-6ML, SIGMA). Los oligos utilizados fueron los siguientes 

(5’ ® 3’): 

 

AID-CRE PR1:  TAA GAC CAT GTC CAA AGC CCA 

AID-CRE PR2:  TCG ACC GGT AAT GCA GGC AAA 

 

 La mezcla de reacción se amplificó usando un termociclador de gradiente 

(Mastercycler, Eppendorf) mediante el siguiente programa: 94ºC, 5´+ [94ºC, 30´´+ 53ºC, 

30´´+ 72ºC, 30´] x 34 ciclos + 72ºC, 5´ + 4ºC. El producto de la amplificación tenía un 

tamaño de 700pb y se corrió en un gel de agarosa al 2% a 65V durante 1 hora. 

 

 

4. Análisis e identificación de poblaciones celulares 

 
4.1. Análisis de poblaciones celulares por citometría de flujo 

 

 Los leucocitos se obtuvieron de la médula ósea total (lavado de huesos largos), 

sangre periférica, timo, ganglios linfáticos y bazo de los ratones. Para ello, los eritrocitos 

fueron eliminados por lisis con un tampón específico para ello (Red Cell Lysis Buffer, 

RCLB) y las células restantes se lavaron en una solución de PBS con FCS al 1%.  

 

 Tras la tinción, las células se lavaron de nuevo con la mezcla PBS-FCS y, 

posteriormente, teñida con yoduro de propidio (PI) a una concentración de 2 mg/mL, a 

fin de excluir las células muertas y debris celular del análisis y clasificación ulteriores40,48.  

 

 Las muestras preparadas fueron adquiridas en un citómetro de flujo Accuri C6 

(Beckton Dickinson) y se analizaron utilizando el software FlowJo (TreeStar).  
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 Se utilizó la fluorescencia específica de FITC y APC excitados a 488 nm (0,4 W) 

y 633 nm (30 mW), respectivamente, así como propiedades conocidas de dispersión de 

luz ortogonal y directa de células de ratón para establecer los gates. La posible unión 

inespecífica de anticuerpos se evitó mediante la preincubación de las células con una 

solución de Fc-Block CD16/CD32 (2.4G2). Para cada análisis, se evaluaron un total de, 

al menos, 100.000 células viables, negativas para PI. Para la citometría de flujo se 

utilizaron los anticuerpos: anti-B220 (RA3-6B2), anti-CD3Ɛ (145-2C11), anti-CD4 

(RM4-5; 1:250), anti-CD8a (53-6.7; 1:250), anti-CD11b/ Mac-1 (M1/70), anti-CD19 

(1D3), anti-Ly-6G/Ly-6c o anti-Gr-1 (RB6-8C5), anti-CD44 (IM7), anti-IgD (11-26c.2a), 

anti-CD23 (B3B4), anti-CD25 (PC61), anti-CD117/c-Kit (2B8), anti-IgM (II/41), anti-

CD21 (7G6), anti-CD45 (30F-11), anti-Sca1 (E13-161.7), anti-CD95 (Jo2), PNA (FL-

1071), anti-Ter-119 (TER119) y anti-GL7 (GL7). 

 

 La estrategia de FACS de diferentes  etapas de desarrollo se realizó así (Figura 

13): células T CD4 (CD4+ CD8-), células T CD8 (CD4-CD8+), BM HSC (Lin-Sca1hi c-

Kithi), células MO pro-B  (CD19+c-Kit+), células pre-B de MO (B220+CD25+IgM–), 

células B inmaduras de MO y bazo (B220+IgMhiIgD-), células B recirculantes de MO 

(B220hiIgDhiIgMlo), células B de transición periféricas  (B220+IgMhiIgDhi), células B 

maduras periféricas (B220+IgMloIgDhi), células B de la zona marginal (MZ) 

(B220+CD21hiCD23lo), células B foliculares periféricas (FO) (B220+CD21intCD23hi) y 

células mieloides (Gr-1hi Mac-1hi). Todos los anticuerpos se adquirieron de BD 

Biosciences y se usaron en diluciones de 1:100, salvo que se especifique lo contrario. 

 

 

 

Figura 13. Estrategia de gating empleada para el análisis por citometría de flujo. Figura representativa de la estrategia de gating 
usada en todos los análisis de citometría de flujo del estudio. Para cada análisis, se evaluaron un total de, al menos, 100.000 células 
viables (PI: células negativas para yoduro de propidio. Los singletes (tercer gate, Singletes) fueron seleccionados antes de seleccionar 
los gates específicos para cada población de interés (cuarto gate, B220/IgM), después de haber seleccionado la población total 
leucocitaria (primer gate, FSC-A/SSC-A) y las células vivas dentro de dicho gate (segundo gate, Vivas). Se muestran como ejemplo, 
células B esplénicas de un ratón control WT teñidas con IgM-APC y B220-FITC. La misma estrategia de gating ha sido llevada a cabo 
en todos los análisis de citometría de flujo presentados en las siguientes figuras: 16A, 16B, 17A, 17B, 19A 22B, 23B y 24B. Elaboración 
propia. 

 

 

 

Vivas 
94,4 

Singletes 
88,2 
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4.2. Análisis de la formación del centro germinal 

 

 Con el fin de estudiar y analizar la formación de centros germinales en nuestros 

modelos experimentales, se procedió a inmunizarlos mediante una inyección de 

eritrocitos de cordero (SRBCs; Ref. SR0051C, Thermo Scientific). En total, se inyectaron 

1-2x108 células exógenas en el peritoneo de ratones control y transgénicos. Tras 10 días 
188, se sacrificaron los animales y se analizaron los bazos mediante inmunohistoquímica, 

reservando parte del tejido para su posterior análisis por citometría de flujo. Como 

control, se aislaron bazos de ratones transgénicos, se incluyeron en compuesto OCT 

(Sakura) y se congelaron instantáneamente en hielo seco. Se tiñeron criosecciones del 

bazo con un anticuerpo FITC-anti-IgD (BD Biosciences) y PNA biotinilados (B-1075, 

Vector Laboratories). La señal de FITC-anti-IgD se detectó con un anticuerpo anti-FITC 

acoplado a fosfatasa alcalina (Roche), que se visualizó mediante incubación con Fast Red 

(Sigma). Por otro lado, se detectó PNA biotinilado con estreptavidina conjugada con 

peroxidasa de rábano picante (Zymed) seguido de una incubación con diaminobencidina 

(DAB; Sigma). 

 

 La parte reservada del bazo (2x106 células en 200 µL), se tiñó con anticuerpos 

frente a B220, PNA, CD95 y GL7, para poder determinar la capacidad de formación de 

células B del centro germinal 93,122,146,170,171. 

 

4.3. Análisis histológico e inmunohistoquímico 

 

 Los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical y las muestras 

obtenidas de estos se fijaron en formaldehido al 4% y posteriormente, incluidas en 

parafina, tal y como ha sido previamente descrito por el equipo de investigación 156,188. 

Los análisis de patología molecular comparada se llevaron a cabo sobre secciones teñidas 

con hematoxilina-eosina (HE), bajo la supervisión del experto en patología Óscar Blanco, 

del Hospital Universitario de Salamanca. 
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 Para el análisis inmunohistoquímico exhaustivo37,83,84,124,151,152,189,190, las muestras 

de los ratones transgénicos fueron cortadas, desparafinadas y calentadas en citrato sódico 

10 mmol/L, durante 30 minutos y posteriormente incubadas con anticuerpos primarios. 

Los anticuerpos primarios y condiciones empleados fueron: anti-HGAL humano (clon 

MRQ-49; Cell Marque Corporation, Rocklin, CA), anti-PAX5 (clon 24/PAX5, 1:100; 

BD Biosciences, San Jose, CA), anti-B220 (clon RA3-6B2, dilución 1:50; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), PNA (1:1000; VECTOR Laboratories, 

Burlingame, CA), anti-IRF4 (clon M-17, 1:60; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anti-

BCL6 (clon D-8, 1:5; Santa Cruz Biotechnology) y anti-CD3 (clon 60 SP7, 1:50; Abcam, 

Cambridge, MA). El anticuerpo anti-HGAL no reacciona de forma cruzada con M-17 en 

la tinción inmunohistoquímica. Los kits de tinción de VECTOR Laboratories y Santa 

Cruz Biotechnology fueron utilizados tanto para el análisis histoquímico como para la 

detección de anticuerpos murinos mientras que, en el caso de anticuerpos humanos, se 

emplearon métodos automatizados de inmunotinción (Ventana XT; Ventana Medical 

Systems, Tucson, AZ)104. 

 

 Las muestras fueron diagnosticadas utilizando criterios uniformes basados en 

criterios clínicos, histológicos, inmunofenotípicos y características moleculares. Para los 

estudios comparativos, se utilizaron ratones de la misma edad 150. 

 

4.4.  Estudios in vitro de la función de HGAL 

 
 Todos los experimentos descritos a continuación, se realizaron en colaboración 

con el grupo del Dr. Izidore Lossos de la Universidad de Miami. Los anticuerpos 

monoclonales de ratón anti-HGAL, así como los plásmidos codificantes de HGAL, se 

generaron en el laboratorio del Doctor Izidore Lossos de la Universidad de Miami141,144. 

Se usaron también los anticuerpos β-actina (St. Louis, MO), goat F(ab') 2 anti-mouse IgM 

y todo el panel de isotipos de inmunoglobulinas de ratón (Southern Biotech, Birmingham, 

AL). Para los experimentos in vitro de función de HGAL se usó la línea celular humana 

de linfoma no Hodgkin Raji. Dicha línea celular, se hizo crecer en medio RPMI 1640 

(Fisher Scientific, Santa Clara, CA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS; 

Hyclone Logan, UT), glutamina 2mM y 100 unidades/mL de penicilina y 100 μg/mL de 

estreptomicina (Invitrogen-GIBCO, Grand Island, NY) a 37ºC y 5% de CO2. 
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 Para la transfección de plásmidos o siRNA en la línea celular utilizada se usó el 

equipo de transfección Amaxa Nucleofector Kit (Amaxa Inc. Gaiphersburg, MD). Para 

ello, se centrifugaron 3 millones de células por muestra de Nucleofector V, durante 5 

minutos a 200g, que después fueron resuspendidas a temperatura ambiente en 100μL de 

solución. A continuación, se añadieron 2μg de siRNA o del plásmido correspondiente a 

las suspensiones celulares y las mismas fueron transferidas a cubetas Amaxa. La 

nucleofección se llevó a cabo usando el programa M-013. Tras la transfección, las células 

fueron incubadas durante 48h en un incubador a 37ºC y atmósfera de 5% de CO2. 

 

5. Análisis y extracción a partir de tejidos hematopoyéticos 

 

5.1. Análisis de expresión proteica mediante Western Blot 

 
 Para la transferencia de Western, se separaron 20 mg de lisado de células 

completas corriendo un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) 

al 12%, transferido a membranas de difluoruro de polivinilideno (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA) y bloqueado con 5% leche sin grasa en PBS con Tween 20 al 0,1 % durante 

1 hora. Posteriormente, la membrana se incubó con los anticuerpos primarios 

especificados durante 1 hora a temperatura ambiente o a 4°C durante toda la noche.  

 

 Las membranas se lavaron 3 veces en PBS con Tween 20 al 0,1 % durante 5 

minutos y después incubadas con los correspondientes anticuerpos secundarios 

conjugados con peroxidasa de rábano picante, para ser visualizado por SuperSignal 

Western Pico Chemiluminiscente Substrate o SuperSignal Western Femto 

Quimioluminiscente Substrate (Pierce Biotech, Rockford, IL). Los anticuerpos primarios 

empleados fueron: anti-HGAL145,150,154,185 (1:1000), anti-BCL660,87,92–95,99 (clon D-8, 1:5; 

Santa Cruz Biotechnology), y anti-actina (I-19, sc-1616, 1:7500; Santa Cruz 

Biotechnology). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: un conjugado de cabra 

anti-IgG murino (H+L)-HRP (170-6516, 1:5000; Bio-Rad) y un conjugado de burro anti-

IgG-HRP (sc-2033, 1:7500; Santa Cruz Biotechnology).
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5.2. Extracción de ADN  

 

 Los tejidos fueron disgregados con 500μl o 5ml, en función de la celularidad de 

cada tejido, de tampón proteinasa K (sacarosa 0,25M; Tris 50mM a pH 7,4; KCl 25nM; 

MgCl2 5mM; SDS al 1%; EDTA 20mM a pH 8 y 1μg de proteinasa K, Roche) durante 

16h a 55⁰C. Tras el periodo de incubación, se llevó a cabo una extracción fenol-

cloroformo para purificar el ADN de restos celulares. Esta extracción consistió en la 

adición de fenol (Gibco BRL) a la muestra incubada, seguida de una centrifugación de 5 

minutos a máxima velocidad a temperatura ambiente y se reservó el sobrenadante. 

 

 A continuación, se añadió este sobrenadante a medio volumen de fenol y medio 

volumen de cloroformo (Merk) para, posteriormente, centrifugar la muestra a máxima 

velocidad durante 5 minutos a temperatura ambiente. Nuevamente, se reservó el 

sobrenadante y se añadió a un volumen de cloroformo, repitiendo el mismo protocolo de 

centrifugación. El sobrenadante obtenido se precipitó en 2 volúmenes de etanol al 100% 

(Merck) y el ADN precipitado se lavó con etanol al 70% para, por último, resuspenderlo 

en agua bidestilada (ddH2O). Finalmente, el ADN resultante y resuspendido fue 

cuantificado con el espectrofotómetro Nanodrop-1000 (THERMO Scientific), con una 

medida de absorción a 260nm. 

 

5.3. Análisis de clonalidad por reordenamiento de inmunoglobulinas 

 
 Los reordenamientos de las inmunoglobulinas 61,149,188 fueron amplificados por 

PCR siguiendo estas condiciones: activación inicial a 95°C seguida por 31-37 ciclos de 

desnaturalización (1 minuto a 95°C), anillamiento (1 minuto a 65°C) y elongación (1 

minuto y 45 segundos a 72°C). Seguidamente, tuvo lugar una elongación final de 10 

minutos a 72°C.
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 Para determinar las secuencias de ADN de cada reordenamiento V(D)J individual, 

los fragmentos de PCR fueron aislados del gel de agarosa 0,8% y clonados en el vector 

pGEM-Teasy (Promega). Los insertos de ADN de, al menos, 10 clones correspondientes 

al mismo fragmento de la PCR fueron secuenciados para comprobar su clonalidad191–193. 

Los oligos empleados para este análisis fueron los siguientes (5’ ® 3’): 

 

VHJ558 sentido: CGAGCTCTCCARCACAGCCTWCATGCARCTCARC 

anti-sentido: GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG 

VH 7183  sentido: CGGTACCAAGAASAMCCTGTWCCTGCAAATGASC 

anti-sentido: GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG 

VH Q52  sentido: CGGTACCAGACTGARCATCASCAAGGACAAYTCC 

anti-sentido: GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG 

DH:  sentido: TTCAAAGCACAATGCCTGGCT 

anti-sentido: GTCTAGATTCTCACAAGAGTCCGATAGACCCTGG 

Cμ  sentido: TGGCCATGGGCTGCCTAGCCCGGGACTT 

anti-sentido: GCCTGACTGAGCTCACACAAGGAGG 

 

5.4. Extracción de ARN 

 

 Los tejidos fueron disgregados con filtros celulares de 70μm de nailon (BD, 

Falcon). A continuación, se extrajo el ARN utilizando TRIzol (Life Technologies), 

siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad, integridad y pureza del ARN 

resultante se calcularon en función del cociente entre la longitud de onda de absorción del 

ARN (260nm) y de las proteínas (280nm) utilizando el espectrofotómetro Nanodrop-100 

(THERMO Scientific). Los restos de fenol derivados del uso de TRIzol se eliminaron 

para evitar potenciales interferencias de este. Para ello, se usó el kit comercial Rneasy 

Mini Kit (Ref. 74104, Qiagen) y el protocolo de limpieza del ARN de este86,135
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5.5.  Síntesis de ADNc 

 
 Trabajando en condiciones RNasa free se procedió a añadir en un Eppendorf 

vacío, en hielo, un volumen de 13μL que consistía en: agua bidestilada (ddH2O), 1μL de 

RNasin (30U; Promega) y 5μg de ARN (previamente cuantificado en el 

espectrofotómetro Nanodrop-100; THERMO Scientific). Esta muestra se incubó durante 

5 minutos a 65⁰C. A continuación, se añadió a temperatura ambiente: 0,5μL de oligo d(T) 

mRNA primer (New England BioLabs), 1μl de RNasin, 4μL de buffer 5x (Tris-HCl 50mM 

a pH 8,3; KCl 100mM; MgCl2 10mM; DTT 5mM; dGTP 500μM; dATP 500μM; dTTP 

500μM y dCTP 500μM) y 1μL de RTasa (20U; superRT, Anglia). La muestra fue 

posteriormente incubada durante 5 minutos a 42⁰C y resuspendida en agua bidestilada. 

 

5.6. Perfil de expresión génica de los tumores murinos 

 

 Se recolectaron bazos con tumores de ratones transgénicos y bazos sanos de 

ratones WT84,194–198. Las células se pasaron por sorting antes de la extracción de ARN. El 

ARN total se aisló en 2 pasos utilizando el reactivo TRIzol (Life Technologies), seguido 

de purificación con RNeasy Mini Kit (Qiagen) tal y como indica el protocolo de 

purificación, siendo opcional el tratamiento en columna con DNasa. La integridad y la 

calidad del ARN fueron verificadas por electroforesis y se midió su concentración. 

 

 

6. Análisis , tratamiento e interpretación de los resultados 

 

6.1. Análisis bioinformático 

 
 Las muestras se analizaron usando matrices Affymetrix Mouse Genome 430 2.0. 

Estas metodologías consisten en el uso de un programa específico, que emplea el 

algoritmo de análisis de microarrays81 se utilizó para la corrección de fondo, 

normalización intra e inter-microarray y cálculo de la señal de expresión199
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 Una vez que la señal de expresión absoluta para cada gen (el valor de la señal para 

cada conjunto de sondas) fue calculada en cada microarray, se llevó a cabo el método de 

análisis de significación de microarray (SAM) 199  para calcular la expresión diferencial 

significativa y para encontrar conjuntos de sondas de genes que caracterizaron los 

linfomas de células B de ratones transgénicos, comparándolos con aquellos que 

aprecieron en los bazos sanos de ratones control (WT). Este método emplea 

permutaciones para calcular robustamente la inferencia estadística de la mayoría de los 

genes, proporcionando p-valores ajustados a múltiples pruebas empleando la tasa de falso 

descubrimiento (FDR) 200. En este caso, se optó por un corte de, al menos, 0,05 para los 

cálculos de expresión diferencial.  Todos los análisis se realizaron utilizando R y 

Bioconductor 201,202. Los datos presentados en esta Tesis Doctoral han sido publicados y 

depositados en la plataforma Gene Expression Omnibus y son accesibles a través del 

número de acceso: GSE142368 203. 

 
 Los análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) se realizaron 

utilizando GSEA v2.2 y colección distintiva de conjuntos de genes, a través de la 

plataforma MSigDB (http://www.broad.mit.edu/gsea/) 204. Este GSEA se llevó a cabo 

mediante un método estadístico de enriquecimiento ponderado, la clasificación métrica 

de la señal de ruido y corregida para múltiples pruebas de hipótesis empleando 1000 

permutaciones para proporcionar una tasa de falso descubrimiento corregido (FDR) q-

valor 200,205,206.  

 

 Todo ello permitió buscar y encontrar diferencias estadísticamente significativas 

entre los diferentes fenotipos sometidos a estudio78,79. Las firmas de expresión génica que 

están específicamente activadas o reprimidas en el LCGBD humano y los conjuntos de 

genes de identidad celular B fueron también testados para el enriquecimiento dentro de 

las muestras tumorales utilizando GSEA, así como los conjuntos de genes solapados en 

vías de señalización asociadas a estos primeros. 
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6.2. Preparación de librerías de exoma murino y secuenciación 

 

 El ADN fue extraído y purificado del bazo de ratones con LCGBD y ratones 

control sanos usando el mini kit de ADN/ARN AllPrep (Qiagen) según las instrucciones 

del fabricante 207–209. La biblioteca de exomas se preparó con el kit Agilent SureSelectXT 

Mouse All Exon con algunas modificaciones. La captura del exoma se realizó mediante 

hibridación con una biblioteca de ARN siguiendo el protocolo del fabricante210,211. La 

biblioteca capturada se purificó y enriqueció uniéndola a MyOne Streptavidin T1 

Dynabeads (Life Technologies) y su posterior amplificación por PCR libre de beads en 

el rango lineal. La secuenciación (2 × 100 pb) se llevó a cabo en un HiSeq2500 (Illumina) 

utilizando el TruSeq SBS Kit v3 con una lectura de índice de 6 pb 212–215. 

 

 Para el análisis de secuenciación85,216, se alinearon archivos fastq sin procesar para 

muestras tumorales y normales al genoma de referencia (versión GRCm38) usando BWA-

kit versión 0.7.12 con parámetros predeterminados. La deduplicación y la realineación 

alrededor de indels fue llevada a cabo usando MarkDuplicates e IndelRealigner en GATK 

v4.0.4.0. Las variantes de un solo nucleótido, indels y su potencial impacto funcional 

fueron nombrados usando Manta v1.4.0 y Strelka v2.9.4 con parámetros 

predeterminados. Varscan versión 2.4.3 se usó para generar nomenclaturas de número de 

copia usando archivos de compilación generados a partir de archivos BAM con samtools 

99,123,213,217–219. 

 

 Las regiones de cambio de número de copias se determinaron utilizando el CAN-

smooth, mientras que las alteraciones en el número de copias y las funciones de segmento 

del paquete DNAcopy v1.46 fueron determinadas en R112. Las variantes significativas del 

número de copias recurrentes en las muestras se evaluaron utilizando GISTIC2.0 218,220. 

La presencia de mutaciones dentro de los motivos AID (WRCY o RGYW)221 fue 

determinada tal y como se describe en Sander et al 20. En total, se emplearon 5 millones 

de células que fueron homogeneizadas en tampón RIPA (1X PBS o tampón fosfato salino, 

1% Nonidet P-40, 0,5% desoxicolato de sodio, 0,1% SDS o dodecil sulfato sódico, PMSF 

o fluoruro de fenilmetilsulfonilo 10mM, 1μg/mL de aprotinina, y ortovanadato de sodio 

100mM) durante 5 minutos en hielo. El lisado celular resultante fue centrifugado a 

14000g durante 5 minutos a 4ºC para eliminar todo el material insoluble. 
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 La concentración proteica fue determinada usando el ensayo Coomassie (Thermo 

Scientific, Rockford, IL) y las muestras fueron ajustadas a igual concentración proteica. 

Finalmente, se llevó a cabo el análisis de la expresión de BCL6 y HGAL (ver 

MATERIALES Y MÉTODOS: ‘5.1. Análisis de expresión proteica mediante Western 

Blot’). 

 

6.3. Análisis estadístico de supervivencia global y específica 

 
 Las diferencias en la supervivencia entre ratones transgénicos y ratones control 

(WT) se analizaron mediante la prueba de rango logarítmico (Mantel-Cox). Aquellos 

valores de P < 0,05 se consideraron estadísticamente significativos. El análisis estadístico 

fue llevado a cabo y la representación de los datos resultantes se creó utilizando el 

software GraphPad Prism 5.00 (La Jolla, CA). 
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Resultados 
 
 

1. Generación de cepas murinas con expresión condicional de HGAL 

 
 Dado que los efectos de HGAL podrían potencialmente predisponer a la 

linfomagénesis y desregular la función inmune, desarrollamos modelos experimentales 

de ratones con una expresión condicional de HGAL en tres compartimentos y estadios de 

desarrollo hematopoyético distintos, a saber: células madre hematopoyéticas (HSC), 

células B de sangre periférica y células B de centro germinal (CGB) (Figura 14A). 

 

 Para ello, un ADNc de HGAL unido a través de un IRES a una secuencia que 

codifica una proteína fluorescente verde mejorada (eGFP) se dirigió al locus Rosa26 

expresado de forma ubicua.  

 

 A fin de evitar la transcripción de HGAL y eGFP del promotor Rosa26, se 

insertaron un casete de resistencia a neomicina y una señal de STOP de poliadenilación 

flanqueada por sitios loxP entre el promotor y las secuencias HGAL-IRES-eGFP (Figura 

14A). 
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 En la ausencia de Cre, el producto del gen HGAL y eGFP no son expresados58. 

Las células madre embrionarias de ratón que albergan el alelo diana (Figura 14B), se 

inyectaron en blastocistos para generar quimeras que fueron cruzados para generar 

descendencia con una línea germinal transmisible del alelo condicional de HGAL 

(designado Rosa26HGAL) (Figura 14A). El control temporal, espacial y específico de la 

expresión del alelo Cre se logró mediante el uso de promotores específicos. 

 

 

Locus Rosa26 

Vector diana 

Alelo marcado 

Alelo Cre 
delecionado 

Alelo Wild-type 

Alelo modificado 

Clones ES Ratones Rosa26HGAL 

Figura 14. Expresión condicional del gen HGAL. (A) Diagrama esquemático que muestra el ADNc de HGAL clonado 
en un vector diseñado para dirigirse al locus del ratón Rosa26. La recombinación mediada por Cre elimina la secuencia 
STOP e inicia la expresión del oncogén de fusión y eGFP. Para prevenir la transcripción del gen de fusión y eGFP del 
promotor Rosa26, se insertó un casete de resistencia a neomicina y una señal de STOP de poliadenilación flanqueada por 
sitios loxP entre el promotor y la secuencia HGAL-IRES-eGFP. En ausencia de Cre, HGAL y eGFP no se expresan, debido 
a un casete STOP frente a HGAL que debe eliminarse mediante la acción de la Cre recombinasa para permitir su expresión. 
Neo, casete de resistencia a neomicina; pA, secuencia STOP de poliadenilación. (B) Se inyectaron células madre 
embrionarias (ES) de ratón que albergaban el alelo diana en blastocistos para generar quimeras que luego se cruzaron para 
generar descendencia con un alelo condicional transmisible de línea germinal de HGAL (designado Rosa26HGAL). 
Identificación de ratones Rosa26HGAL mediante análisis de transferencia de Southern Blot de ADN de un fragmento de cola 
tras la digestión con EcoRI. DT, se refiere al fragmento SA-PGK-neo-LacZ (DTA)-bpA insertado en el locus genómico 
Rosa26; ex1, exón1; ex2, exón2; ex3, exón 3; frt, sitio frt del sistema de recombinación específico del sitio FLP/FRT. 
Elaboración propia. 
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 Para expresar HGAL específicamente en linfocitos de centro germinal y evaluar 

su papel único circunscrito a estas células en comparación con las células B en otros 

estadios de desarrollo y diferenciación, se cruzaron ratones con el alelo Rosa26HGAL con 

ratones portadores de Aid-Cre para iniciar la expresión de HGAL en células B del centro 

germinal.  

 

 Del mismo modo, para investigar los efectos potenciales de HGAL en una etapa 

temprana de diferenciación hematopoyética, se cruzaron ratones Rosa26HGAL con ratones 

Sca1-Cre 187 (enfoque experimental para iniciar la expresión de HGAL en HSC y explorar 

si HGAL puede contribuir a la linfomagénesis en una etapa de desarrollo anterior a la de 

células B comprometidas) o ratones Mb1-Cre (enfoque experimental para iniciar la 

expresión de HGAL en células de linaje B a partir de las primeras etapas de células pro-

B y estudiar si HGAL puede contribuir a la linfomagénesis en una etapa de desarrollo 

anterior a las células B alcanzando la plena madurez) (Figura 15A).  

 

 Tras la escisión mediada por Cre del Neo-casete STOP, el promotor CAG impulsa 

la producción de HGAL y eGFP (Figura 15B).  
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 A 

B 

Figura 15. Expresión condicional del gen HGAL restringida a diferentes compartimentos hematopoyéticos. (A) El 
diagrama esquemático representa las etapas de desarrollo celular desde estadios indiferenciados o no comprometidos hasta la 
formación del centro germinal, a saber: HSC (célula madre hematopoyética), CLP (progenitor linfoide común), pro-B (células 
pro-B), Imm B (células B inmaduras), Mat B (células B maduras), GCB (célula B del centro germinal). Asimismo, se muestra 
cada uno de los puntos de desarrollo en los que comienza la expresión condicional de HGAL, según el promotor que regula 
dicha expresión (Sca1-Cre, Mb1-Cre y Aid-Cre; respectivamente) finalizando tras la reacción del centro germinal (CG). (B) El 
diagrama muestra todos y cada uno de los estadios de desarrollo hematopoyético desde las etapas más indiferenciadas hasta la 
generación de células plasmáticas, a saber: LT-HSC (célula madre hematopoyética a largo plazo), ST-HSC (células madre 
hematopoyética a corto plazo), MPP (progenitor multipotente), CMP (progenitor mieloide común), GMP (progenitor granulo-
monocítico), PMN (polimorfonuclear/granulocito), Mp (población de monocitos), MEP (progenitor eritroide-megacariocítico), 
P (plaqueta), RBC (eritrocito),CLP (progenitor linfoide común), CTP (progenitor común de células T), NKP (progenitor de 
células NK), pro-B (células pro-B), Large pre-B (células pre-B grandes), Small pre-B (células pre-B pequeñas), Immature B 
(células B inmaduras), Mature B (células B maduras), Plasma cells (células plasmáticas). Además, se representa cada una de las 
etapas de desarrollo en las que comienza la expresión condicional de HGAL, reportada por eGFP, según el promotor que regula 
dicha expresión (Sca1-Cre, Mb1-Cre y Aid-Cre; respectivamente). Elaboración propia. 
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 Usando un análisis de citometría de flujo, la expresión de eGFP no se detectó en 

ninguna célula hematopoyética en la sangre periférica de ratones Rosa26HGAL o ratones 

Rosa26HGAL/Aid-Cre (Figura 16A). Este resultado era el esperado, pues la inducción de 

la expresión de HGAL y GFP en los ratones Aid-Cre precisan del inicio de una respuesta 

inmune y la formación del centro germinal (Figura 16B). 

 

  
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 16. Expresión de GFP y HGAL en ratones Rosa26HGAL. (A) Análisis por citometría de flujo de la 
expresión GFP (HGAL) en células B de sangre periférica en ratones no inmunizados Rosa26HGAL/Aid-Cre (n=6), 
Rosa26HGAL/Mb1-Cre (n=6) y Rosa26HGAL/Sca1-Cre (n=6) (paneles de la izquierda). Expresión de GFP en 
células B B220+IgM+ y B220+IgM- (paneles centrales). Gráfico de barras que muestra los porcentajes de células 
B B220+ en sangre periférica de ratones Rosa26HGAL, Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre, 
Rosa26HGAL/Mb1-Cre y ratones WT de control (n=6, para cada uno de los genotipos; panel derecho). No hubo 
diferencias estadísticamente significativas entre los grupos experimentales. (B) Expresión de GFP en el bazo de 
ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre antes y después de la inmunización (paneles de la izquierda). La expresión de 
HGAL y GFP en los ratones Aid-Cre requiere el inicio de una respuesta inmune y la formación de del centro 
germinal. Los gráficos muestran la expresión de GFP en células B del centro germinal antes y después de la 
inmunización (paneles de la derecha). (C) Análisis de transferencia por Western Blot usando extractos de células 
B esplénicas de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre y Rosa26HGAL (n=3, para cada uno) y los anticuerpos indicados. 
Elaboración propia. 
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 Sin embargo, los ratones Rosa26HGAL/Mb1-Cre mostraban una expresión 

específica de GFP en células B220+ (Figura 16A) y los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre 

expresaban GFP en todas sus células hematopoyéticas (Figura 16A; Figura 17A).  
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Figura 17. Desarrollo hematopoyético normal en ratones jóvenes Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre y Rosa26HGAL/Mb1-
Cre. (A) Análisis por citometría de flujo de la sangre periférica de células B, T y mieloides de ratones de 3 meses de edad 
Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre y Rosa26HGAL/Mb1-Cre. Se muestran plots representativos de poblaciones celulares 
cercanas al seguimiento del marcador GFP para la expresión del transgén HGAL, comparados ratones control de la misma edad y 
camada. (B) Análisis por citometría de flujo de células hematopoyéticas de bazo y ganglios linfáticos de ratones de 3 meses de edad 
Rosa26HGAL/Sca1-Cre. Se muestran plots representativos de poblaciones celulares cercanas al seguimiento del marcador GFP para la 
expresión del transgén HGAL, comparados con ratones control de la misma edad y camada. Elaboración propia. 
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 Los animales tuvieron un desarrollo y morfología de los órganos linfoides y una 

maduración de células B y T, células mieloides y células eritroides completamente 

normales (Figura 18). Confirmamos la expresión de la proteína HGAL en las células B 

de estos animales por Western Blot (ejemplo de ratón Rosa26HGAL/Sca1-Cre en la Figura 

16C).  

 

 No se detectó, en cambio, la expresión de HGAL en linajes maduros mieloides, 

monocitos o células T en los ratones control, WT. 

 

 
 

 

 

 

 Todos los animales fueron viables y no se observaron muertes en el útero. En 

comparación con controles de la misma edad, los ratones con una ganancia de función de 

HGAL no mostraron cambios visibles dentro de los principales compartimentos 

hematopoyéticos (médula ósea, bazo, timo, sangre periférica y ganglios linfáticos) por 

citometría de flujo y análisis histológico (Tabla 2). 
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Figura 18. Desarrollo hematopoyético normal en ratones jóvenes según su expresión de HGAL. Porcentajes de las 
diferentes poblaciones hematopoyéticas en bazo, médula ósea, ganglios linfáticos, timo y sangre periférica de ratones con 
expresión diferencial de HGAL (Rosa26HGAL/Sca1-Cre, n=3-8; Rosa26HGAL/Mb1-Cre, n=3-6 y Rosa26HGAL/Aid-Cre, n=3-7) 
comparados con ratones control (WT, n=4) de la misma edad y camada. DP (dobles positivas), DN (dobles negativas). 
Elaboración propia. 
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 Para dilucidar el papel de HGAL en las respuestas del centro germinal, se procedió 

a inmunizar ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre y Rosa26HGAL/Mb1-Cre 

(n=6, para cada genotipo) con eritrocitos de cordero (SRBC) que inician una respuesta de 

centro germinal por la activación de este. 

 

 El análisis por citometría de flujo, pasados 10 días desde la inmunización, mostró 

un número significativamente mayor (p=0.0088) de células B esplénicas de centro 

germinal en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre, comparado con ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, 

ratones Rosa26HGAL/Mb1-Cre y ratones control WT (Tabla 2; Figura 19A). 

 

 

 
 
  

 La expresión de HGAL en los linfocitos del centro germinal fue confirmada por 

inmunohistoquímica (Figura 19A). Este análisis inmunohistoquímico, utilizando PNA 

(marcador de células B de centro germinal), puso de manifiesto un aumento en el número 

y tamaño de los centros germinales en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre en comparación con 

ratones control WT, mientras que no hubo ningún cambio significativo en los centros 

germinales de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre o Rosa26HGAL/Mb1-Cre (Figura 19B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

nº células 
(media±SD) 

Tabla 2. Número total de células B B200+ y porcentaje de células B de centro germinal (GCB) en ratones inmunizados. 
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Figura 19. Cuantificación de células B de centro germinal (GCB) en el día 10 tras la inmunización con SRBC. (A) Análisis 
representativo por citometría de flujo de células B esplénicos de centro germinal marcados con anticuerpos frente a CD95 y GL7 
de un ratón Rosa26HGAL/Aid-Cre representativo (paneles superiores) y un ratón Rosa26HGAL de control (paneles inferiores). (B) 
Gráfico de barras que muestra el porcentaje de linfocitos GCB dentro de la población B220+ seleccionada de ratones Rosa26HGAL, 
Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26HGAL/Mb1-Cre y control WT (n=6, para cada genotipo) (panel izquierdo). 
Gráfico de líneas que muestra la intensidad de GFP en células GCB en cada genotipo (panel derecho). *P<0,05; **P<0,01; prueba 
de comparación múltiple de Bonferroni (análisis de varianza de un sentido). Elaboración propia. 
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2. Perfil histopatológico e inmunohistoquímico de modelos murinos 

con ganancia funcional de HGAL 

 
 

 El examen macroscópico de estos animales reveló una marcada esplenomegalia 

causada por grandes tumores en todos los animales, independientemente del promotor 

que controla la expresión de HGAL (Figura 20). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 Además, se detectaron tumores generados por el linfoma en varios órganos: 

hígado y ganglios linfáticos de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, riñón y páncreas en ratones 

Rosa26HGAL/Mb1-Cre y riñón e hígado de ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre (Figura 21-25). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Examen macroscópico del bazo de ratones 
Rosa26HGAL/Sca1-Cre tumorales. Imagen representativa 
de la esplenomegalia en ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre 
linfomatosos comparados con ratones control ‘Wild-
Type’ de la misma edad. Datos representativos tras el 
análisis anatomopatológico de ratones Rosa26HGAL/Sca1-
Cre, n=27. Elaboración propia. 
 

Control ‘Wild-Type’ Rosa26HGAL/Sca1-Cre 
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Figura 21. Análisis inmunohistoquímico de bazos el día 10 después de la inmunización con SRBC. (A) Tinciones 
representativas de hematoxilina y eosina (HE), HGAL, PAX5, B220 y PNA de secciones seriadas de bazos de ratones Rosa26HGAL, 
Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26HGAL/Mb1-Cre y WT. HGAL se expresa fuertemente en linfocitos GCB de 
ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre y Rosa26HGAL/Sca1-Cre, con expresión más débil en animales Rosa26HGAL/Mb1-Cre debido al menor 
tamaño de los GC. (B) Cuantificación del número (panel izquierdo) y área (panel derecho) de centros GC teñidos con PNA en 
ratones Rosa26HGAL, Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26HGAL/Mb1-Cre y WT (n=6 cada uno). Los datos 
representados son la media ± desviación estándar. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, prueba de comparación múltiple de Bonferroni. 
(análisis de varianza de 1 vía). Elaboración propia. 
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Figura 22. Linfomas de células B en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre. (A) Tinción HE de linfomas de células B Rosa26HGAL/Aid-Cre mostrando 
la perdida de arquitectura esplénica normal. Se muestran tejidos de un control WT de la misma camada como referencia. Se presentan imágenes 
representativas de tres réplicas. Las barras de escala representan 500µm (=10X) para paneles grandes, 200 µm (=20X) y 100 µm (=40X). (B) 
Análisis de citometría de flujo de células B tumorales esplénicas de ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre. Se muestra la misma tinción de un control 
WT de la misma camada como referencia. Elaboración propia. 
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Figura 23. Linfomas de células B en ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre. (A) Tinción HE de linfomas de células B Rosa26HGAL/Sca1-Cre 
mostrando la perdida de arquitectura esplénica normal. Se muestran tejidos de un control WT de la misma camada como referencia. Se 
presentan imágenes representativas de tres réplicas. Las barras de escala representan 500µm (=10X) para paneles grandes, 200 µm 
(=20X) y 100 µm (=40X). (B) Análisis de citometría de flujo de células B tumorales esplénicas de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre. Se 
muestra la misma tinción de un control WT de la misma camada como referencia. Elaboración propia. 
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Figura 24. Linfomas de células B en ratones Rosa26HGAL/Mb1-Cre. (A) Tinción HE de linfomas de células B Rosa26HGAL/Mb1-Cre 
mostrando la perdida de arquitectura esplénica normal. Se muestran tejidos de un control WT de la misma camada como referencia. Se 
presentan imágenes representativas de tres réplicas. Las barras de escala representan 500µm (=10X) para paneles grandes, 200 µm 
(=20X) y 100 µm (=40X). (B) Análisis de citometría de flujo de células B tumorales esplénicas de ratones Rosa26HGAL/Mb1-Cre. Se 
muestra la misma tinción de un control WT de la misma camada como referencia. Elaboración propia. 
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Figura 25. Linfomas de células B en ratones con expresión condicional de HGAL. La tinción con 
hematoxilina y eosina (HE) revela la infiltración de células tumorales en distintos órganos de ratones 
Rosa26HGAL/Aid-Cre, Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26HGAL/Mb1-Cre comparados con un ratón control WT 
como referencia. (A) HE de Bazo, riñón e hígado de ratón Rosa26HGAL/Aid-Cre; (B) HE de bazo, hígado y 
ganglios linfáticos de ratón Rosa26HGAL/Sca1-Cre y (C) HE de bazo, riñón y páncreas de ratón 
Rosa26HGAL/Mb1-Cre. La barra de escala representa 500 μm (=10X) para 197 paneles grandes y 100 μm 
(=40X). Elaboración propia. 
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 Histológicamente, los tumores exhibieron infiltración nodular y difusa de los 

órganos afectados por grandes células linfoides pleomórficas que fueron positivas para 

B220, PAX5, HGAL, PNA e IRF4. 

 

 

 

 
 

 Sin embargo, estas mismas células fueron negativas para BCL6 y CD3, 

consistente con linfomas de células B grandes con origen en células B de centro germinal 

(PNA+) (Figura 26; Figura 25C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONTROL BCL6 

 
Amígdala humana normal 

 
Bazo murino normal 

Figura 26. Tinción IHC de BCL6 de amígdala humana sana y bazo murino WT inmunizado. Se usaron cortes de amígdala 
humana117 y bazo de ratón WT como controles positivos para la tinción IHC de BCL6. Los ratones inmunizados fueron sacrificados 
tras 10 días de estimulación con SRBC. La barra de escala representa 100µm (=40X). Elaboración propia. 
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3. Caracterización de LCGBD asociado a sobreexpresión de HGAL 

 
3.1. Desarrollo de LCGBD en los grupos experimentales 

 
 Se analizaron, tanto la supervivencia a largo plazo como el desarrollo de linfomas, 

de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre (n=27), Rosa26HGAL/Mb1-Cre (n=25) y 

Rosa26HGAL/Aid-Cre (n=11).  

 

 Aquellos ratones con ganancia funcional de HGAL tuvieron una supervivencia 

global significativamente menor desde el punto de vista estadístico en comparación con 

los controles WT: Rosa26HGAL/Sca1-Cre frente a WT, P<0,0001; Rosa26HGAL/Mb1-Cre 

frente a WT, P<5 0,00248; Rosa26HGAL/Aid1-Cre frente a WT, P<0062; prueba de rango 

logarítmico. El 90% de los ratones con ganancia funcional de HGAL estaban vivos a los 

15 meses mientras que todos los ratones sin ganancia de HGAL estaban vivos en ese 

periodo de tiempo (Figura 27A).  

 

 De todas las cohortes experimentales, 8 ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre (30 %), 3 

ratones Rosa26HGAL/Mb1-Cre (12 %) y 2 ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre (18%) 

desarrollaron linfoma a partir de los 13 meses (Figura 27B) y tenían una supervivencia 

global más corta (p=0,0054). 

 

 Los ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre que desarrollaron linfoma tenían una 

supervivencia más acortada que los ratones WT (P=0,0088), pero no se encontraron 

diferencias en otras cepas de ratones, probablemente debido a la pequeña cantidad de 

animales con linfoma. 

 

 Por tanto, los resultados evidencian que la ganancia funcional de HGAL, por su 

sobreexpresión condicional, merma la supervivencia global y específica a largo plazo, 

sobre todo a partir de los 15 meses y desencadena el desarrollo de linfomas celulares B 

murinos de tipo LCGBD. 
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Figura 27. Linfomas de células B en ratones Rosa26HGAL. (A) Supervivencia global de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, ratones 
Rosa26HGAL/Mb1-Cre y Rosa26HGAL/Aid-Cre con una esperanza de vida significativamente más corta en comparación con ratones WT 
de la misma camada, a saber: Rosa26HGAL/Sca1-Cre frente a WT, P<0,0001; Rosa26HGAL/Mb1-Cre frente a WT, P< 0,00248; 
Rosa26HGAL/Aid1-Cre frente a WT, P<0,0062; prueba de rango logarítmico. Todos los genotipos experimentales vivos fueron 
sacrificados por eutanasia a los 24 meses, basado en el diseño experimental (ver ‘Material y métodos: 1. Generación de cepas de ratón’). 
(B) La supervivencia específica de linfoma B de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26HGAL/Mb1-Cre y Rosa26HGAL/Aid-Cre con una 
esperanza de vida significativamente más corta para ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre en comparación con ratones WT de la misma camada 
(P<0,0088, prueba de rango logarítmico). (C) Imágenes representativas de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre. Se muestran nódulos 
esplénicos de células pleomórficas grandes que expresan B220, PAX5 (marcador de células B), HGAL, PNA (marcador GCB) e IRF4 
(GC tardío o marcador post-GC) pero no BCL6 (marcador) GCB y CD3 (marcador de células T) (hematoxilina y eosina) (HE); aumento 
original X400). (D) Todos los linfomas de células B fueron clonales, confirmado por PCR de la cadena pesada de la inmunoglobulina. 
Este análisis de reordenamientos del gen BCR fue realizado en bazos infiltrados de ratones enfermos Rosa26HGAL/Sca1-Cre y 
Rosa26HGAL/Aid-Cre. Las células B aisladas del bazo de ratones sanos y purificadas sirvieron como control positivo. Las células T 
aisladas del timo de ratones sanos y purificadas sirvieron como control negativo. Las muestras esplénicas de linfoma presentan un 
aumento de la clonalidad dentro de su repertorio BCR (indicado por el número de código de cada ratón analizado). Los recuadros 
coloreados indican bandas clonales de genes de inmunoglobulina en diferentes ratones. Elaboración propia. 
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3.2. Perfil de expresión génica de las muestras tumorales 

 
 Para analizar exhaustivamente el efecto transcriptómico de HGAL en linfocitos y 

linfomas no malignos, realizamos un análisis de expresión génica utilizando bazos de 

ratones control WT adultos de la misma camada (n=4); bazos no tumorales de ratones 

Rosa26HGAL/Sca1-Cre (n=3), Rosa26HGAL/Mb1-Cre (n=5) y Rosa26HGAL/Aid-Cre (n=4) y 

bazos tumorales de ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre (n=4) con LCGBD. 

 

 En los análisis supervisados empleando el análisis de significación de microarrays 

con un FDR del 10%, identificamos 226 genes que presentaban una expresión 

significativamente diferente, en esplenocitos B, entre ratones linfomatosos 

Rosa26HGAL/Sca1-Cre y controles WT de la misma camada (Figura 28A). Hay que 

destacar, que el GSEA mostró un enriquecimiento significativo en genes regulados 

positivamente en los linfomas LCGBD. (GSEA FDR q=0,000; Figura 28B), así como 

genes diana MYC (GSEA FDR q=0.000; Figura 28C).  

 

 Entre los genes diferencialmente expresados entre el linfoma y los esplenocitos B 

normales, observamos una sobreexpresión del regulador de la señalización de proteína 

G1 (RGS1) y de RAB10, miembros de la familia de oncogenes RAS. Usando el mismo 

conjunto de genes que fue capaz de discriminar entre esplenocitos B de ratones 

Rosa26HGAL/Sca1-Cre y controles WT de la misma camada, se observaron notables 

diferencias en la expresión entre los esplenocitos B de ratones control WT y los no 

malignos de Rosa26HGAL/Sca1-Cre, Rosa26HGAL/Mb1-Cre y Rosa26HGAL/Aid-Cre, 

mientras que las muestras individuales de esplenocitos de animales con diferentes 

promotores, reguladores de la expresión de HGAL, siempre se agrupaban juntas (Figura 

28E). 

 

 La diferencia en la expresión de estos genes varió según el promotor utilizado para 

expresar HGAL, con la menor cantidad de cambios observados entre esplenocitos B de 

ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre y controles WT de la misma camada. En esta misma línea, 

la mayoría de los cambios observados se encuentran entre los esplenocitos B de ratones 

Rosa26HGAL/Mb1-Cre y WT. 
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Figura 28. Identidad molecular de células tumorales en ratones Rosa26HGAL/Sca1-Cre. (A) Heatmap de genes 
significativamente inducidos o reprimidos en tumores esplénicos Rosa26HGAL/Sca1-Cre (n=4) y bazos control WT (n=3) 
clasificados por 226 genes/conjuntos de sondas (FDR=0,101) que se expresan de manera diferencial entre tumores y bazos 
control (WT). Cada fila representa un gen separado y cada columna indica una muestra separada de ARN mensajero 
(ARNm). El nivel de expresión de cada gen en cada muestra se representa mediante una escala de color rojo-azul (Los 
genes inducidos se muestran en rojo y los genes reprimidos están en azul). (B-D) GSEA de las firmas transcripcionales 
dentro de los tumores esplénicos en comparación con el bazo de ratones WT control de la misma camada. Los datos de 
expresión génica de los tumores Rosa26HGAL/Sca1-Cre mostraron un enriquecimiento significativo en los genes 
regulados positivamente en los linfomas foliculares (GSEA FDR q valor=0,000)45 tal y como se describe en Shipp et al. 
(B), enriquecimiento en genes diana MYC (GSEA FDR q valor=0,000) (C) y enriquecimiento significativo en genes 
expresados en GCB normales (GSEA FDR q valor=0,000) (D). (E) Heatmap de genes significativamente inducidos o 
reprimidos dentro de tumores esplénicos Rosa26HGAL/Sca1-Cre (n=4), bazos pretumorales Rosa26HGAL/Sca1-Cre (n=3), 
bazos Rosa26HGAL/Mb1-Cre (n=5), bazos Rosa26HGAL/Aid-Cre (n=4) y bazos WT (n=3) clasificados por 226 
genes/conjuntos de sondas (FDR=0.101) que se expresan diferencialmente entre los tumores esplénicos Rosa26HGAL/Sca1-
Cre y los bazos WT. Cada fila representa un gen separado y cada columna denota una muestra de ARNm separado. El 
nivel de expresión de cada gen en cada muestra se representa mediante una escala de color rojo-azul (los genes inducidos 
se muestran en rojo y los genes reprimidos se muestran en azul). NES, puntuación de enriquecimiento normalizado. 
Elaboración propia. 
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 Un análisis supervisado, utilizando análisis de significación de microarrays a un 

FDR del 10%, identificó 654 genes con una expresión significativamente diferente entre 

esplenocitos B no malignos de ratones Rosa26HGAL/Mb1-Cre y los esplenocitos WT de la 

misma camada (Figura 29). 

 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 En esta misma línea de trabajo, un análisis similar en un FDR al 15% identificó 

tan solo 91 genes con expresión significativamente diferente entre los esplenocitos B no 

malignos de ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre y WT de la misma camada (Figura 30).  

 

 

PLCG2 INPP5D PIK3CA DAG1 CSK BTK NFATC2 SYK ITPR1 PPP3CC 

ITPR2 PPP1R13B PDK1 AKT3 MAP4K1 CD22 ITPR3 BLNK CD19 CR2 

Wild Type 

Rosa26HGAL/
Mb1-Cre 

 

Figura 29. Identidad molecular de esplenocitos Rosa26HGAL/Mb1-Cre. (A) Heatmap de genes significativamente inducidos o 
reprimidos en bazos Rosa26HGAL/Mb1-Cre (n=5) y WT (n=3) clasificados según 654 genes/conjuntos de sondas (FDR=0,101), que son 
expresados diferencialmente entre ellos. Cada fila representa un gen separado y cada columna indica una muestra de ARNm separada. 
El nivel de expresión de cada gen en cada muestra se representa mediante una escala de color rojo-azul (los genes inducidos se 
muestran en rojo y los genes reprimidos en azul). (B) Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes regulados positiva y 
negativamente en células B foliculares normales y células B del centro germinal en bazos Rosa26HGAL/Mb1-Cre. El GSEA muestra un 
enriquecimiento de los genes que están regulados a la baja en las células B normales GC y foliculares en los bazos Rosa26HGAL/Mb1-
Cre. (C) Los datos de expresión génica de esplenocitos WT revelaron un enriquecimiento significativo en los genes involucrados en 
la vía de señalización del BCR (GSEA FDR q valor=0,001). Elaboración propia. 
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 Un conjunto de genes más pequeño con una expresión significativamente 

diferente entre los esplenocitos B no malignos de ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre y WT de 

la misma camada sería plausible, pues HGAL se expresa únicamente tras la formación 

del centro germinal en estos animales. 

 
 
 

       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 El GSEA de genes expresados diferencialmente entre esplenocitos B de las cepas 

generadas en comparación con ratones control de la misma camada demostró cambios 

específicos y generalizados en los tres modelos animales (Figura 28E). 

Figura 30. Identidad molecular de esplenocitos Rosa26HGAL/Aid-Cre. (A) Heatmap de genes significativamente inducidos o 
reprimidos en bazos Rosa26-HGAL/Aid-Cre (n=4) y WT (n=3) clasificados de acuerdo con 91 genes/conjuntos de sondas (FDR=0.15) 
que se expresan diferencialmente entre ellos. Cada fila representa un gen separado y cada columna indica una muestra de ARNm 
separada. El nivel de expresión de cada gen en cada muestra se representa mediante una escala de color rojo-azul (los genes activados 
se muestran en rojo y los genes regulados a la baja en azul). (B-C) Análisis de enriquecimiento del conjunto de genes regulados 
positiva y negativamente en esplenocitos B Rosa26HGAL/Aid-Cre. Los datos de expresión génica de esplenocitos WT revelaron un 
enriquecimiento significativo en los genes involucrados en la vía de señalización del BCR (GSEA FDR q valor=0,000). Elaboración 
propia. 
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 Se observan enriquecimientos en genes comunes a los 3 modelos, a saber: 

señalización mTORC1, respuesta de interferón, dianas E2F y señalización de IL-6 

/JAK/STAT3141, entre otros (Figura 31D). Las dianas MYC20,23,61,95,102,103,190 aparecían 

enriquecidas en esplenocitos de animales Rosa26HGAL/Sca1-Cre y Rosa26HGAL/Aid-Cre y, 

por ejemplo, los objetivos p53100 solo se enriquecieron en esplenocitos de animales 

Rosa26HGAL/Sca1-Cre (Figura 31). 

 

 
 

 

 

 

 El análisis de la reexpresión de HGAL en células linfomatosas reveló una 

disminución en la expresión de la proteína BCL6 que fue aún más acusada tras la 

estimulación del BCR (Figura 32), lo que sugiere que la estimulación continua del BCR 

in vivo en tumores de tipo LCGBD puede dar lugar a una disminución de la expresión de 

la proteína BCL6. 

 

 

 

HALLMARKS comunes 

Figura 31. Análisis de enriquecimiento (GSEA) de las firmas transcripcionales (HALLMARKS) de bazos de ratón con 
expresión condicional de HGAL.  GSEA de las firmas transcripcionales de bazos de ratón Rosa26HGAL/Sca1-Cre (A); 
Rosa26HGAL/Mb1-Cre (B); Rosa26HGAL/Aid-Cre, (C) y comunes a los tres modelos animales (D), comparados con ratones control (WT) 
de la misma camada. Elaboración propia. 
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3.3. Identificación del perfil mutacional del LCGBD murino    

 

 Para caracterizar aún más los tumores LCGBD con ganancia de función HGAL, 

realizamos la secuenciación del exoma de 8 muestras de tumores murinos, emparejadas 

con el ADN de la cola de la línea germinal como referencia (Tabla 3). Debido al estado 

de preservación de las muestras, su tratamiento y su disponibilidad, tan solo pudieron 

secuenciarse muestras de dos grupos de interés (Rosa26HGAL/Sca1-Cre y 

Rosa26HGAL/Mb1-Cre) de forma desequilibrada por no disponer de más stock.

BCL6/actina 

BCL6 

Actina 

Raji HGAL-KO Raji HGAL-KO-HGAL reexpresado 

A 

B 

Alta exposición Baja exposición 

Actina 

IgM tiempo (min) 

Figura 32. La expresión de HGAL reduce la expresión de la proteína BCL6 tras la estimulación 
del BCR. (A) Expresión de BCL6 tras 5 minutos de estimulación del BCR en células Raji con bloqueo 
de HGAL por CRISPR-Cas9 (RHKO) y células RHKO en las que existe reexpresión de HGAL. (B) 
Expresión de HGAL en las células mostradas en A. Elaboración propia. 
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 Algunas mutaciones coincidieron con los puntos críticos de AID clásicos (WRCY 

o el RGYW inverso en 0-17% de mutaciones por tumor), mientras que otros 

probablemente fueron causados por diferentes mecanismos.  

 

 Algunos de los genes mutados, se habían descrito previamente en tumores 

humanos del tipo LCGBD, con 18 mutaciones detectadas previamente, de forma 

recurrente, en un 0.7% de los tumores humanos analizados LCGBD y que afectaban a los 

genes PIM1, GNA13, FAS, PDF4DIP, NFKBIA y PTPN6 (señalados en rojo en la Tabla 

4). Hay que destacar que la distribución de estas mutaciones fue azarosa y no existió 

ningún grado de selección génica diferencial entres cepas de ratón. 

 

 Aunque algunas de las mutaciones en estos 6 genes ya se habían descrito 

anteriormente en tumores humanos LCGBD de tipo centro germinal y células B 

activadas, otras se detectaron exclusivamente en linfoma de células grande B difuso de 

centro germinal humano (GNA13 y PTPN6), que también apuntan al centro germinal 

como origen del linfoma de células grandes B difuso murino asociado con la expresión 

condicional de HGAL. 

 

 Estos hallazgos indican que los tumores se originaron a partir de linfocitos que 

experimentaron una reacción del centro germinal con actividad AID. 

 

 

 

Muestra Tejido Patología Genotipo Código Sexo 
1 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Sca1-Cre O629 Hembra 

2 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Sca1-Cre O502 Macho 

3 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Sca1-Cre J393 Macho 

4 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Sca1-Cre J664 Hembra 

5 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Sca1-Cre O505 Hembra 

6 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Sca1-Cre O501 Macho 

7 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Mb1-Cre O152 Hembra 

8 Bazo Linfoma B Rosa26HGAL/Mb1-Cre 0957 Hembra 

Tabla 3. Muestras tumorales caracterizadas por secuenciación de exoma completo (WES). 
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 El análisis por PCR de las cadenas pesadas de inmunoglobulina reordenadas 

confirmó que todos los tumores de células B eran clonales (Figura 27D) y albergaban 

mutaciones somáticas con predominio de transiciones (especialmente el intercambio de 

C a T), independientemente del impulsor del promotor encargado de la expresión de 

HGAL en ratones (Figura 33). 

 

 
 

  

Tabla 4.  Mutaciones somáticas adquiridas en tumores Rosa26HGAL/Sca1-Cre y Rosa26HGAL/Mb1-Cre (n=8). 
 

 

Figura 33. Secuenciación representativa de tres tumores murinos. Representación de la 
secuenciación de tumores originados en ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre (A) y Rosa26HGAL/Sca1-Cre 
(B y C) que evidencia la presencia de mutaciones somáticas en los genes de inmunoglobulinas 
clonales. Elaboración propia. 
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 En total, observamos 124 mutaciones sin-sentido o de sentido erróneo en 110 

genes, con una media de 15 por tumor (Figura 34). 

 

 
 
 
 
 
 
 Nuestros resultados evidenciaron el diseño de un modelo in vivo con una 

sobreexpresión condicional de HGAL en distintos compartimentos hematopoyéticos, 

según el promotor empleado (progenitores multipotentes, Rosa 26HGAL/Sca1-Cre; células 

pro-B, Rosa 26HGAL/Mb1-Cre; células B de centro germinal, Rosa 26HGAL/Aid-Cre). 

Todos ellos viables, sanos y sin muertes intra-útero, pero con una marcada 

esplenomegalia. La ganancia de expresión circunscrita al centro germinal dio lugar a 

ratones con un mayor número de células B de centro germinal. Esta expresión forzada de 

HGAL condujo a una menor supervivencia y el desarrollo de linfomas B que mimetizaban 

los LCGBD humanos. El perfil de expresión génica reveló el enriquecimientos en genes 

comunes a los 3 modelos, como la señalización mTORC1, la respuesta de interferón, las 

dianas E2F o la señalización de interleucina-6 (IL-6) /JAK/STAT3. Además, el perfil 

mutacional de los tumores murinos mostró coincidencias con el perfil mutacional de 

tumores humanos LCGBD de tipo centro germinal.

Figura 34. Representación gráfica de mutaciones somáticas adquiridas en modelos murinos con expresión condicional de 
HGAL. Número y clasificación de mutaciones somáticas adquiridas basados en la secuenciación del exoma de tumores murinos 
Rosa26HGAL/Sca1-Cre y Rosa26HGAL/Mb1-Cre (n=8). Elaboración propia. 
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Discusión 
 

 Este trabajo de Tesis demuestra que la expresión condicional en ratones de HGAL, 

una proteína que mejora la señalización de BCR y limita la movilidad y migración de 

células B, conduce al desarrollo de un linfoma que morfológica, inmunofenotípica y 

genéticamente se asemeja al linfoma de células grandes B difuso de tipo GCB1.  

 

 El desarrollo de modelos celulares y animales, actualmente, sigue constituyendo 

una herramienta de primer nivel que facilita y determina la comprensión de los procesos 

biológicos implicados en el desarrollo del cáncer. En el caso concreto de los linfomas, se 

dispone de modelos celulares que permiten analizar el desarrollo de estos tumores y que 

son una pieza esencial en el desarrollo de nuevas terapias dirigidas.  

 

 El principal problema es la elección de la alteración genética que desencadena el 

proceso cancerígeno, dirigida principalmente a las células B del centro germinal, ya 

diferenciadas. Sin embargo, estos modelos animales no son capaces de mimetizar con 

exactitud la enfermedad humana ni a nivel biológico ni a nivel genético, por lo que resulta 

imprescindible hallar y establecer un modelo que reúna las características necesarias para 

un estudio y análisis más profuso y exhaustivo del LCGBD 44,76,131,134,135. 

 

 Los LNH son un conjunto de enfermedades muy heterogéneas A nivel genético, 

mientras que algunos tipos de LNH son enfermedades producidas por la fusión de dos 

genes y dan lugar a procesos de evolución muy lenta, como es el caso de los LF, otros 

LNH, como el LCGBD, no siempre están determinados por una fusión de génica y 

originan neoplasias agresivas, que pueden tratarse con éxito9,15,55,222,223. Por este motivo, 

el estudio de nuevas proteínas implicadas en el desarrollo de los LCGBD es un aspecto 

muy relevante en el estudio de estos linfomas. En la actualidad, se sabe que la disrupción 

homeostática de procesos biológicos asociados al compartimento celular B, como la 

señalización del BCR y la regulación de la migración de estas, favorecen la 

linfomagénesis44,84,86,115.  
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 La proteína HGAL es una proteína adaptadora específica de células B responsable 

de la señalización del BCR y la motilidad de las células B. En células B sanas, HGAL se 

expresa en las células B del centro germinal, para inmediatamente después verse 

reprimido en estadios de diferenciación superiores.  La mayoría de los tumores LCGBD, 

principalmente los de tipo de células B de centro germinal (GCB), aunque también los de 

tipo activado (ABC) expresan HGAL 83,88,104,141,154. 

 

 Tal y como se ha indicado con anterioridad, HGAL se expresa fundamentalmente 

en linfocitos del centro germinal 142. Sin embargo, estudios experimentales con modelos 

animales también han demostrado la expresión de HGAL en células progenitoras 

multipotentes, granulocitos, macrófagos, linfocitos y progenitores linfoides comunes; a 

través del análisis de la expresión de M-17, análogo murino de HGAL, en los diferentes 

compartimentos hematopoyéticos (Figura 35) 62,195.  
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 Investigaciones previas han demostrado ampliamente que HGAL mejora la 

señalización del BCR y disminuye la capacidad de circulación y migración de los 

linfocitos, probablemente restringiendo los linfocitos del centro germinal al 

microambiente de este 1,91,150,166. Esta proteína se caracteriza por una expresión 

restringida, principalmente al centro germinal y precursores tempranos en ratones (sin 

datos en humanos) 142, lo que plantea la posibilidad de que la expresión de HGAL en otras 

etapas del desarrollo hematopoyético pueda ser potencialmente perjudicial para las 

células B 146,150,153. 

Figura 35. Expresión de M-17, análogo murino de HGAL, en los distintos compartimentos hematopoyéticos. El gen M-17 
se expresa en niveles significativamente más altos en progenitores linfoides normales (MPP, GMLO, CLP, BLP) que en las 
células progenitoras comprometidas. Analizamos la expresión relativa del gen M-17 en 39 poblaciones de células 
hematopoyéticas de ratón utilizando la plataforma Gene Expression Commons en azul. HSC (población de células madre 
hematopoyéticas), MPPa (subpoblación A de progenitores multipotentes), MPPb (subpoblación B de progenitores 
multipotentes), GMLPa (subpoblación A  de progenitores gránulo/macrófago/linfoides), GMLPb (subpoblación B  de 
progenitores gránulo/macrófago/linfoides), CLP (progenitor linfoide común), pMEP (pre-megacariocito/progenitor de 
eritrocitos), sCMP (progenitor mieloide común estricto), pGMPa (subpoblación A de progenitores de 
pregranulocitos/macrófagos), pGMPb (subpoblación B de progenitores de pregranulocitos/macrófagos), MEP (Progenitor de 
Megacariocitos/Eritrocitos), GMP (progenitor de granulocitos/macrófagos), MkP (progenitor de megacariocitos), pCFU-E 
(preCFU-E), Plt (plaquetas), Ery (Eritrocito);,Gra (granulocito), Mono (Monocito), BLP (progenitor linfoide B temprano), 
prepro-B (células prepro-B), FrB (Fracción B de células B), FrC (Fracción C de células B), FrD (Fracción D de células B), FrE 
(Fracción E de células B); T1B (célula B T1); T2B (célula B T2); MzB (células B de la zona marginal); FoB (células B 
foliculares), iNK (célula asesina natural intermedia), mNK (célula asesina natural madura), DN (células T negativas dobles), DP 
(células T doblemente positivas). Elaboración propia. 
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 A esto, se añade el hecho de que la estadificación definitiva de las lesiones 

genéticas no es evidente, puesto que los tumores pueden exhibir fenotipos asociados a 

una etapa concreta del desarrollo hematopoyético y presentar alteraciones genéticas 

asociadas a etapas de desarrollo anteriores.  Por ello, se hace imprescindible el desarrollo 

de nuevos métodos basados en el análisis en profundidad de los mecanismos que 

desempeñan nuevas proteínas en el desarrollo de estos linfomas. Dentro de ellas, el 

estudio de HGAL es muy atractivo por su relación con BCR y por su implicación en el 

centro germinal146,150,165,166,171. La investigación de Schenten D et al., a través del 

diseño y análisis de un modelo KO para M-17 (homologo murino de HGAL) demostró 

ampliamente que la expresión de esta proteína resulta esencial para la completa 

funcionalidad del centro germinal62. Sin embargo y a pesar de todos estos hallazgos, 

aún no se ha logrado dilucidar con precisión y exactitud la importancia, a nivel 

biológico de la expresión de HGAL en el centro germinal144,146,150. 

 

 En relación con la asociación de HGAL con el receptor celular B, esta ha sido 

descrita por varios autores150,165,166. El BCR o receptor de células B está formado por 

cadenas ligeras y pesadas de las inmunoglobulinas ubicadas en la membrana plasmática, 

asociadas a los heterodímeros CD79a/CD79b178, que poseen motivos ITAM en su 

arquitectura. La interacción antígeno-anticuerpo desencadena la activación del BCR. 

Después, CD79 dirige la transducción de señales hacia el interior de la célula, mediada 

por un proceso concatenado de fosforilaciones de residuos de tirosina por las quinasas 

LYN, FYN y BLK150,165,166,174,175. 

 

 HGAL constituye una proteína citoplasmática con potencial función adaptadora, 

pues una vez estimulada da lugar a la fosforilación de sus propias tirosinas y recluta 

las proteínas localizadas en el citosol, transportándolas hacia la membrana 

plasmática, para formar un complejo de señalización146,157. Asimismo, se sabe que 

HGAL es capaz de unirse al citoesqueleto, lo que la implica en el proceso de 

migración y motilidad celular143,148. La IL-6 induce la fosforilación de HGAL, a 

través de la proteína LYN, imprescindible en la señalización del BCR137,141. Esto 

posiciona a HGAL como una diana potencial por su papel biológico, fisiológico y 

funcional en el correcto desarrollo de las células B y la formación del centro 

germinal1,141,142,146,148,166. 
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 Para poner a prueba esta hipótesis de sobreexpresión condicional de HGAL en 

distintos estadios de desarrollo celular, se usó específicamente un alelo Cre que está 

activo en las células B del centro germinal (Aid-Cre)173 y se agregaron alelos Cre que se 

expresan a partir de la célula pro-B (Mb1-Cre)59 o de la HSC (Sca1-Cre)187 como 

controles de nuestro estudio. Se puede observar a la luz de los resultados, que el desarrollo 

de linfoma B tuvo lugar independientemente del alelo Cre58,150.  

 

 Estos datos parecen indicar que, con independencia de la etapa diferencial en la 

que HGAL se expresa condicionalmente, su sobreexpresión constitutiva conduce a un 

bloqueo en la diferenciación de las células B en la reacción del centro germinal, tal y 

como lo indica la presencia de genes de inmunoglobulina mutados en todos los tumores 

analizados, así como la expresión de PNA y la expresión enriquecida de otros genes 

asociados al centro germinal. 

 

 Además, en los tumores Rosa26HGAL/Sca1-Cre, el GSEA reveló un 

enriquecimiento significativo de la expresión de genes que están altamente expresados 

en células B de centro germinal normales lo que indica su origen (GCB). De hecho, 

encontramos que los ratones Rosa26HGAL/Aid-Cre poseían un mayor número de centros 

germinales de mayor tamaño y con una marcada expresión de HGAL en comparación con 

el resto de los grupos analizados, lo que sugiere que la expresión de HGAL supeditada al 

centro germinal influye en la formación y desarrollo de estos. 

 

 Estas observaciones están en sintonía con los datos recabados de pacientes que 

padecen un linfoma B de este tipo, en los que HGAL se expresa en el 90% de LCGBD 

de tipo GCB 91,148,150. También estos resultados concuerdan con nuestras observaciones 

previas en ratones transgénicos Sca1-HGAL que no llegaron a desarrollar linfoma B, en 

los que la expresión de HGAL está restringida al compartimento hematopoyético de HSC, 

que exhibieron una hipertrofia de las placas de Peyer intestinales, hiperplasia linfoide 

policlonal de células B y amiloidosis A reactiva sistémica 92,150. Además, todos los ratones 

con sobreexpresión de HGAL tenían un bazo sensiblemente de mayor tamaño que 

aquellos ratones con una expresión constitutiva de HGAL (WT), lo que se explicaría por 

la ganancia de función y su fuerte implicación en la activación del centro 

germinal146,154,156.  
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 Actualmente, se desconoce cómo HGAL puede contribuir al proceso maligno de 

linfomagénesis en humanos146,153. Lo que sí se sabe es que la expresión de HGAL está 

estrictamente regulada y limitada al centro germinal11,122,171, viéndose activada por la 

acción de la IL-4 y de la IL-13 secretadas por el microambiente del propio centro germinal 
144,148,185 y reprimida por la estimulación del BCR y CD40 142,143,166.  Asimismo, la 

expresión de PRDM1159 y mir-155 211,224–226, que están implicados en la finalización de 

la reacción del centro germinal y la diferenciación en células plasmáticas, también 

reprimen la expresión de HGAL. 

 

 Por todo ello, cualquier aberración genética que atrape o mantenga a las células B 

dentro de la etapa de centro germinal, tales como son las translocaciones/mutaciones de 

BCL6 o las deleciones/mutaciones de PRDM1 comúnmente observadas en los LCGBD 

humanos, permitirá la expresión constitutiva de HGAL 93,121,211,227. Sin embargo, la 

asociación de alteraciones en estas tres proteínas (BC6, PRDM1 y HGAL) no es constante 

en la mayoría de los LCGBD humanos.  

 

 De este modo, hay tumores humanos de tipo linfoma de células grande B difuso 

de centro germinal que expresan HGAL y CD10 (marcador de superficie común típico de 

centro germinal, junto a BCL6) sin expresión de BCL6. Por tanto, la coexpresión de 

HGAL y BCL6 no se observa en todos los tumores linfoma de células grande B difuso de 

centro germinal.  

 

 La ausencia de expresión de BCL6 en algunos tumores que expresan HGAL 

podría deberse a la estimulación mejorada del BCR con HGAL en estos tumores, tal y 

como se ha descrito en algunos estudios que muestran una disminución en la expresión 

de la proteína BCL6 91,92,95. Así, los LCGBD podrían producirse en un contexto en el que 

no estuviera implicado BCL6, algo que ocurre con relativa frecuencia en estos linfomas 

en humanos. De hecho, en nuestro trabajo, la reexpresión de HGAL en células 

linfomatosas condujo a una disminución en la expresión de la proteína BCL6 que fue aún 

más acusada tras la estimulación del BCR, lo que sugiere que la estimulación continua 

del BCR in vivo en tumores de tipo LCGBD puede dar lugar a una disminución de la 

expresión de la proteína.  
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 Esta expresión constitutiva de HGAL podría desencadenar la reprogramación de 

las funciones biológicas normales y conducir a una señalización del BCR crónica e 

intensificada, así como a una restricción de las células B al centro germinal mediante la 

inhibición de sus capacidades de motilidad y migración, contribuyendo así a la patogenia 

del proceso de linfomagénesis1. En este mismo sentido, estudios anteriormente realizados 

por el equipo de investigación mostraron una señalización mejorada del BCR y un 

incremento en la intensidad y densidad sináptica del BCR tras la estimulación del BCR 

en linfocitos Rosa26HGAL/Mb1-Cre en comparación con los linfocitos de ratones control 

(WT) de la misma camada, que no expresan HGAL148,149. Alternativamente, la expresión 

de HGAL podría desregularse durante la linfomagénesis por la adquisición de 

aberraciones genéticas que afectan a las regiones reguladoras, encargadas de controlar su 

expresión. Sin embargo, se desconoce si dichas alteraciones genéticas llegan a tener 

lugar166. 

 

 Los linfomas observados en ratones ocurrieron en un marco temporal similar a 

partir de los 13 meses, independientemente del alelo Cre usado. Este hallazgo indica que 

son necesarios desencadenantes externos o aberraciones genéticas secundarias para el 

proceso de linfomagénesis, lo que refuerza el modelo de varios hitos en la producción y 

mantenimiento de este tipo de tumores. De hecho, tras el análisis de la identidad 

molecular de los linfomas difusos de células B grandes asociados a HGAL, se observaron 

mutaciones en múltiples genes (PIM1, GNA13, FAS, PDE4DIP, NFKBIA y PTPN6); 

todos ellos implicados en la patogenia del LCGBD humano 184,227. En total, observamos 

124 mutaciones sin-sentido o de sentido erróneo en 110 genes, con una media de 15 

mutaciones por tumor; esto es similar a la media de 17 alteraciones genéticas por tumor 

encontradas en LCGBD humanos121. En esta línea de trabajo, las mutaciones asociadas al 

gen GNA13, cuya expresión está aumentada en los linfocitos del centro germinal, son las 

de mayor interés para este estudio. Su principal función radica en la transmisión de 

señales S1PR2, que conduce al confinamiento restringido al centro germinal, similar a lo 

que sucede con la expresión constitutiva de HGAL 228. Las mutaciones en GNA13 se 

encuentran entre las alteraciones genéticas más comunes en los linfomas de células B 

derivados de centro germinal, mientras que apenas se han hallado eventos genéticos en 

GNA13 asociados al resto de neoplasias malignas hematológicas, incluidos los linfomas 

que no están asociados a células B del centro germinal (GCB) 121,125,213.  
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 Las investigaciones previas del equipo de trabajo y de otros grupos han 

demostrado que la deleción de GNA13 confiere una fuerte susceptibilidad al linfoma 

derivado de centro germinal en ratones que, similar a lo que ha ocurrido en nuestras 

muestras tumorales, expresaron IRF4 228. Las mutaciones deletéreas en GNA13 

desregulan la señalización de AKT y dan lugar a la pérdida del confinamiento restringido 

al centro germinal, permitiendo que las células B salgan a circulación. La supervivencia 

de estas células fuera del centro germinal queda supeditada a la expresión de BCL2 o 

MYC 61,95,100. Por consiguiente, la expresión constitutiva concomitante de HGAL junto a 

las mutaciones en GNA13 posibilitarían que las células B de centro germinal 

transformadas abandonen el confinamiento del centro germinal y se diseminen a la 

circulación y a otros órganos. Por este motivo, la interacción entre las vías de señalización 

de HGAL y S1PR2/GNA13 en los linfocitos del centro germinal y el linfoma deberían 

evaluarse en futuros estudios.  

 

 A ello, se suma el hecho de que el GSEA reveló una regulación diferencial positiva 

de RGS1 (miembro de la familia oncogénica RAS) en las muestras tumorales, con 

respecto a esplenocitos sanos. Actualmente, se sabe que RGS1 codifica un miembro del 

regulador de la familia de señalización de proteínas G que se expresa en células B, 

incluidos los linfocitos B de centro germinal. Este atenúa la actividad de señalización de 

las proteínas G mediante la unión a GTP unido a subunidades alfa del GTP activado, 

actuando como una proteína activadora de GTPasa. Hay que destacar que, al igual que 

HGAL, RGS1 inhibe la migración de linfocitos inducida por quimioatrayentes y se ha 

demostrado que se expresa en linfomas humanos, incluidos los LCGBD. 

 

 En este mismo sentido, el análisis de enriquecimiento mostró una expresión 

diferencial positiva de RAB10, un gen con actividad GTPasa miembro de la familia RAS, 

que regula el tráfico de la membrana intracelular. Del mismo modo que sucede con 

HGAL, la expresión elevada de RAB10 se ha asociado con una supervivencia más 

prolongada de los pacientes que padecen LCGBD. 

 

 Todos los datos previos sitúan a HGAL con un biomarcador de gran utilidad en 

los LCGBD229. De esta manera, nuestros resultados muestran claramente que todos los 

animales con una expresión condicional forzada de HGAL poseen significativamente una 

menor supervivencia global, con respecto a controles sanos (WT).   
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 Además, la sobreexpresión de HGAL en progenitores hematopoyéticos no 

comprometidos, de carácter multipotente (Sca1-Cre), merma notablemente la 

supervivencia específica de la enfermedad en comparación con otros estadios de 

desarrollo hematopoyético más diferenciados, como es el caso de células pro-B y células 

B del centro germinal (Mb1-Cre y Aid-Cre, respectivamente). Paradójicamente, nuestros 

resultados podrían parecer contradictorios con base en lo expuesto anteriormente y la 

literatura revisada. Sin embargo, esto podría responder a la actuación de HGAL a distintos 

niveles, es decir, mientras que en humanos su presencia, es sinónimo de una mayor 

supervivencia al detectarse en LCGBD-GCB (con buen pronóstico) en el momento del 

diagnóstico; en ratones, una actividad excesiva de su función favorece el desarrollo de 

LNH que, evidentemente, influyen en la supervivencia de estos al provocar su muerte a 

partir de los 13 meses (los LNH son de progresión lenta). Por tanto, la única manera de 

saber si nuestros modelos animales tienen mejor pronóstico que el resto de los ratones 

con LCGBD sería desarrollar un nuevo modelo con LCGBD de tipo ABC y comparar la 

supervivencia de estos con la descrita en nuestros resultados. 

 

 Hasta ahora, se creía que HGAL podría ser un biomarcador pronóstico de los 

LCGBD , pero todos los estudios hasta la fecha no han conseguido averiguar cuál es la 

relevancia biológica de la expresión de HGAL en linfocitos B del centro germinal y, más 

importante aún, si su alta expresión en linfomas derivados del centro germinal y en 

linfoma difuso de células B grandes tiene relación con la linfomagénesis. Por 

consiguiente, se desconoce con exactitud el papel biológico de HGAL en el centro 

germinal y si podría constituir un protooncogén, una potencial diana terapéutica o si 

desempeña un rol esencial en la patogenia del linfoma de células grandes B difuso 

por variaciones en su nivel de expresión, sobre todo, porque no existen modelos 

experimentales óptimos capaces de recrear con fidelidad la función de la proteína 

humana HGAL142,146,148.  

 

 Sin embargo, a la luz de nuestros resultados se puede afirmar que HGAL es 

imprescindible en el correcto desarrollo del centro germinal por su implicación en las 

distintas etapas de desarrollo, formación y activación de este por su marcada función 

de proteína mediadora en la ampliación de la señalización del BCR y en la ontogenia 

del linaje B.   
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 En resumen, el presente trabajo de Tesis Doctoral propone un nuevo modelo 

murino de linfomagénesis, capaz de reproducir y mimetizar fielmente el proceso 

tumorogénico y todas las características intrínsecas y derivadas del LCGBD.  

 

 La importancia de este modelo experimental reside en que es capaz de demostrar 

que la expresión constitutiva forzada de HGAL y, por ende, la ganancia de función de 

esta proteína desencadena la formación de un linfoma que fenocopia el linfoma de células 

grandes B difuso de tipo centro germinal humano.  

 

 La idoneidad de este modelo descansa en su capacidad para generar ratones con 

órganos linfoides normales y un desarrollo completamente normal de todos los 

compartimentos hematopoyéticos (linaje B, linaje T, linaje mieloide y linaje eritroide). 

Además, estos animales son viables y poseen un desarrollo normal de sus órganos 

hematopoyéticos. 

 

 En lo que respecta al desarrollo del proceso linfomatoso y sus consecuencias 

fenotípicas, estos son independientes del promotor empleado (Sca1-Cre, Mb1-Cre o Aid-

Cre) y del compartimento hematopoyético afectado (progenitores no comprometidos, 

HSC; progenitores de estirpe celular B, células pro-B y células B de centro germinal, 

GCB) lo que ubica a HGAL como un gen diana imprescindible en el desarrollo 

hematopoyético normal y en la patogénesis de la enfermedad.  

 

Nuestro trabajo ha logrado establecer un modelo experimental ideal de los 

linfomas de células grandes B difusos, que pone de manifiesto el papel de HGAL a 

nivel biológico y su implicación en el desarrollo de la enfermedad a través de su 

expresión condicional forzada. 

 

 Así, nuestros resultados asocian directamente a HGAL a la linfomagénesis 

humana  (Figura 36) 1 . 
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 En conjunto, la presente Tesis Doctoral supone un paso más hacia la búsqueda de 

nuevos tratamientos, que permitan definir con mayor exactitud el pronóstico de un grupo 

de enfermedades tan heterogéneas y características como son los linfomas de células 

grandes B difusos y una mayor comprensión de su origen y desarrollo. El diseño de un 

nuevo modelo de experimentación constituye una herramienta básica para el desarrollo 

de nuevas terapias e identificación de potenciales dianas terapéuticas. Así, este trabajo 

plantea la sobreexpresión de HGAL circunscrita a distintos estadios de desarrollo celular 

y diferenciación, a fin de comprender con mayor profundidad su función en el 

compartimento hematopoyético. Los resultados suponen un avance en el estudio las 

patologías linfomatosas, pues se genera un modelo murino in vivo de expresión 

condicional en el que se demuestra de forma clara y directa la implicación de HGAL en 

el desarrollo de LCGBD. Nuestros hallazgos arrojan luz sobre un conocimiento más 

exhaustivo sobre la biología de los LCGBD y su potencial abordaje desde la perspectiva 

de la medicina personalizada1.  

Figura 36. La expresión condicional de HGAL conduce al desarrollo de LCGBD en ratones. Diagrama resumen representativo 
de las tres cepas de ratón generadas: Rosa26HGAL/Sca1Cre, Rosa26HGAL/Mb1-Cre y Rosa26HGAL/Aid-Cre y el desarrollo de LCGBD, 
por parte de estas. Se indica el compartimento hematopoyético involucrado (progenitor no comprometido; compartimento celular B 
y células B del centro germinal, de izquierda a derecha), según el promotor que regula la expresión condicional de HGAL (Sca1-Cre; 
Mb1-Cre y Aid-Cre, respectivamente). Los tres modelos, con independencia del promotor implicado, desarrollan LCGBD (tinción 
representativa de hematoxilina y eosina de una muestra de bazo murino que ha desarrollado linfoma B)1. Elaboración propia. 
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Conclusiones 
 
 

1. La expresión constitutiva reforzada de HGAL genera centros germinales de mayor 

número y tamaño, cuando su sobreexpresión condicional se limita al centro 

germinal. Esta expresión no produce alteraciones en la homeostasis 

hematopoyética, dando lugar a animales viables, tejidos y órganos 

hematopoyéticos normales; desarrollo y morfología de órganos linfoides 

normales y estado madurativo normal. 

 

2. La expresión condicional de HGAL genera diferencias significativas en los 

niveles de expresión y enriquecimiento de genes asociados a distintas vías de 

señalización involucradas en la patogenia de la enfermedad (MTORC1, IFN-g, 

E2F, glicólisis, G2M, IL6-JAK/STAT3 e hipoxia), además de la aparición de 

perfiles mutacionales vinculados a los LCGBD humanos de tipo BCG (PIM1, 

GNA13, FAS, PDE4DIP, NFKBIA y PTPN6), lo que abre la posibilidad de nuevas 

vías de estudio basadas en el desarrollo de terapias que abarquen las moléculas 

implicadas en estas vías de señalización afectadas. 

 

3. La ganancia de función de HGAL conduce al desarrollo de linfomas de células B, 

acompañados de esplenomegalia, que repercuten en la supervivencia global de los 

modelos animales generados. Además, nuestro estudio limita el desarrollo de 

estos tumores al linaje celular B, en el cual se experimenta la reacción del centro 

germinal con actividad AID, lo que coincide con lo descrito en humanos y 

concuerda con el resto de los resultados obtenidos. 

 
 

4. La expresión condicional de HGAL en ratón genera linfomas B que mimetizan 

los LCGBD humanos independientemente del promotor empleado (Sca1-Cre, 

Mb1-Cre o Aid-Cre) y del compartimento hematopoyético afectado (progenitores 

no comprometidos, células pro-B o células B de centro germinal), lo que posiciona 

a HGAL como un gen esencial en el desarrollo hematopoyético normal y en la 

patogenia de la enfermedad. 
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5. El desarrollo de un nuevo modelo in vivo de LCGBD pone de manifiesto el 

papel de HGAL a nivel biológico y su implicación en el desarrollo de la 

enfermedad a través de su expresión condicional forzada. Ello supone el 

establecimiento de una nueva diana terapéutica y destaca la importancia del 

origen celular de la patología, definiendo las bases de nuevas líneas de 

investigación basadas en el desarrollo de modelos celulares y animales 

enfocados en el estudio de este gen.
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1. Artículo de investigación derivado de la tesis doctoral     
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Conditional expression of HGAL leads to the development
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Javier Raboso-Gallego,1,2,* Ana Casado-Garcı́a,1,2,* Xiaoyu Jiang,3 Marta Isidro-Hernández,1,2 Andrew J. Gentles,4,5 Shuchun Zhao,6

Yaso Natkunam,6 Oscar Blanco,2,7 Verónica Domı́nguez,8 Belén Pintado,8 Diego Alonso-López,9 Javier De Las Rivas,2,10
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KEY PO INT S

l Conditional
expression of HGAL in
mice leads to
lymphoma that
resembles human GC
B-type DLBCL.

l Irrespective of the
differential stage at
which HGAL is
expressed, it leads to a
block in B-cell
differentiation at the
GC reaction.

Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs) are clinically and genetically heterogeneous tu-
mors. Deregulation of diverse biological processes specific to B cells, such as B-cell receptor
(BCR) signaling and motility regulation, contribute to lymphomagenesis. Human germinal
center associated lymphoma (HGAL) is a B-cell–specific adaptor protein controlling BCR
signaling and B lymphocyte motility. In normal B cells, it is expressed in germinal center
(GC) B lymphocytes and promptly downregulated upon further differentiation. The ma-
jority of DLBCL tumors, primarily GC B-cell types, but also activated types, express HGAL.
To investigate the consequences of constitutive expression of HGAL in vivo, we generated
mice that conditionally express human HGAL at different stages of hematopoietic de-
velopment using 3 restricted Cre-mediated approaches to initiate expression of HGAL in
hematopoietic stem cells, pro-B cells, or GC B cells. Following immune stimulation, we
observed larger GCs in mice in which HGAL expression was initiated in GC B cells. All 3
mouse strains developed DLBCL at a frequency of 12% to 30% starting at age 13 months,
leading to shorter survival. Immunohistochemical studies showed that all analyzed tumors

were of the GC B-cell type. Exon sequencing revealed mutations reported in human DLBCL. Our data demonstrate that
constitutive enforced expression of HGAL leads to DLBCL development. (Blood. 2021;137(13):1741-1753)

Introduction
Diffuse large B-cell lymphomas (DLBCLs), the most common
form of non-Hodgkin lymphoma, are phenotypically and ge-
netically heterogeneous. Although DLBCLs are curable with a
standard combination therapy regimen of rituximab, cyclo-
phosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone in 50%
to 70%of patients, the remaining patients with primary refractory
or relapsed disease usually succumb to this malignancy.1 Elu-
cidating the biology of DLBCLs is essential for developing better
therapeutic approaches to improve DLBCL patient survival.

Marked advances in the understanding of DLBCL pathobiology
have been made by the application of gene expression arrays,
comparative genomic hybridization arrays, and next-generation
sequencing.2-6 Gene expression profiling (GEP) studies led to the
cell-of-origin classification identifying germinal center (GC)
B-cell (GCB) type and activated B-cell (ABC) type DLBCL.2 They

showed that DLBCLs can adapt regulatory biological features of
normal B cells from which they originate in malignant states.
Therefore, the biological functions of normal B-cell differentia-
tion can be reprogrammed during transformation and propa-
gation of DLBCLs.

High-throughput sequencing and copy number alteration stud-
ies identified an increasing number of driver genes deregula-
ting diverse biological functions that lead or contribute to
lymphomagenesis.7,8 Pathways affected by these genetic aberra-
tions include those specific to B-cell lymphomas (eg, B-cell dif-
ferentiation, B-cell receptor [BCR] signaling, and GCB motility
regulation), as well as those contributing to the development of all
types of cancers (eg, regulation of proliferation and apoptosis).9,10

Some of these genetic aberrations predominantly or exclusively
occur in only 1 of the GEP-defined DLBCL subtype, whereas other
genetic aberrations occur in .1 subtype. Aberrations involving
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2. Estado microbiológico de los animales de experimentación 
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