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Introduccio

1.1. HEMATOPOESI

L’hematopoesi és el procés de formacio, diferenciacié i maduracié dels diferents tipus
cel-lulars que es troben a la sang periférica (SP). A 'embrid, les cél-lules sanguinies
meés primitives deriven del sac vitel-li i posteriorment, del fetge i melsa. Cap al
naixement, la produccié de cél-lules sanguinies es situa a les cavitats de la medul-la
ossia (MO) dels ossos llargs en formacid, i cap a la pubertat I'activitat hematopoética a
aquestes zones disminueix, localitzant-se a I'esquelet de l'eix corporal. A I'adult el
principal teixit hematopoétic productor de les cél-lules sanguinies és la MO dels ossos
plans: pelvis, esterno, costelles, vertebres i crani.

A partir d'una céllula mare comu totipotent o hematopoietic stem cell (HSC)
anomenada CFU-LM (unitat formadora de coldnies limfo-mieloide) amb capacitat
autoreplicativa i de diferenciaci6, s’originen les cél-lules compromeses de llinatge
mieloide CFU-GEMMeg (unitat formadora de colonies granulo-monocitica, eritroide i
megacariocitica) i de llinatge limfoide CFU-L (unitat formadora de limfocits) (figura 1).
La proliferacio i diferenciacio de les HSC esta regulada per citoquines ja siguin factors
estimulants de colonies (CSF) o interleuquines (IL). El desenvolupament dels
progenitors mieloides donara lloc als granulocits (neutrofils, basofils i eosindfils),
monocits, eritrocits i plaquetes a la SP, que un cop madures perdran la capacitat de
replicacié. Els monocits es transformaran en macréfags als teixits. La maduracio dels
progenitors limfoides formara els limfocits B, T i les cél-lules natural killer (NK) a la SP.
Els limfocits B activats es transformaran en cél-lules plasmatiques (CP) productores
d’anticossos.

Les cél-lules de la série blanca o leucocits desenvolupen funcions de defensa del
sistema immunitari, aixi, els granuldcits participen en la defensa i processos
inflamatoris, els mondcits i macrofags juguen papers d’'immunovigilancia, defensa i

fagocitosi, i els limfocits participen en la resposta immunitaria cel-lular i humoral. La
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série vermella formada pels eritrocits esta encarregada del transport d’'O2 i CO2, i la

série plaquetar intervé en la trombosi i hemostasia.

CFU-Lhd
Stemn Cell

CFU-GBuhieg CFU-L
progenitor mieloide pragenitar limfoide

p I
R
E
ﬁ hegacarioblast] [Weloblast | [ieloblast | [Wieloblast | [ulnoblast][Fro-ertroblast | [ Limifecit pro-B || Gmfécit pro-T
R basdfil eosindfil nieutréfil
5
u]}
R k4 4 4 L J ¥ k. J
g | [Megacaridcit ][ Pro-mieldcit | [Pro-mietdcit] [Pro-mislicit |[ Pro-mondeit || Entroblast | - [Limfocit pre-B || [limfocit pre-T]
=] basdfil easindfil neutrfil
hdetamieldeit |(histarmiel doit ([histamield et Reticul bt
basifil easindfil neutrifil
¥ ¥ 4 L 4 L 4 4
[Plaquetez]  [Paszdfil]  [Bosindfil]  [Mewtrdfil]  [hondcit|  [Ertrdcit] [Lmfecit B] [imfécit T]
r 3
hdacrita Célula

plasmatica

Figura 1. Esquema general de I'hematopoesi.

1.1.1. Limfopoesi

Es el procés continu de formacié dels limfocits des del progenitor CFU-L fins a
diferenciar-se en les cél-lules madures circulants T, B i NK. El desenvolupament dels
limfocits T i B es produeix en una primera fase independent del contacte amb un
antigen, i una segona fase antigen dependent (figura 2). A diferéncia de la resta de
tipus cel-lulars, el limfocits també poden proliferar fora de la MO, com als ganglis i
altres teixits del sistema immunitari, com a resposta a una estimulacié antigénica.
Durant la limfopoesi el limfocit B passara pels estadis de limfocit pro-B, pre-B,
immadur, madur verge o naive, activat, de memoria i CP productores
d'immunoglobulines (lg) (Parslow 2002; van Lochem et al. 2004; Delves i Roitt 2006;
Sans-Sabrafen et al. 2006; Hoffbrand et al. 2010; per revisions: Chiorazzi et al. 2005;

Chen-Kiang 2005; Walsh i Rosenquist 2005; Gonzalez et al. 2007; Zenz et al. 2010).
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1.1.1.1. Estructura del gangli limfatic

Part del procés de formacio i maduracio del limfocit B succeeix al gangli limfactic, des
que el limfocit madur verge (que ve de la MO a traves de la SP) entra al gangli per ser
activat fins I'estadi de limfocit B de memoria. El gangli es composa per una capsula
que envolta la zona marginal, cortex, paracortex i medul-la (figura 3) i es comunica
mitjangant amb la resta del sistema mitjangant els vasos limfatics aferent i eferent. El
cortex esta format principalment per limfocits B i el paracortex per limfocits T. Entre el
cortex i el paracortex es localitzen el folicles primaris composats per un repertori de
limfocits B policlonals. El fol-licle primari es transforma en fol-licle secundari quan un
dels limfocits B és activat. El fol-licle secundari esta constituit pel mantell (format
principalment per limfocits B de memoria) i el centre germinal, i aquest ultim, per la

zona fosca i la zona clara.

Zona marginal

Capsula

Vas limfatic
aferent

Fol-licle
primari

Vas limfatic eferent

Figura 3. Estructura del gangli limfatic

1.1.1.2. Formacio de les immunoglobulines
La sintesi de les Ig o anticossos succeeix de forma paral-lela a la formacié i maduracié

del limfocit B.

Estructructura de les Ig

Les Ig estan constituides per dues cadenes pesades (H, heavy) i dues cadenes

lleugeres (L, light) (figura 4).
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Taula 1. Composicio i estructura de les Ig.
Cadena L Isotip IgM lgD IgA IgG IgE
Cadenes H g 0 a Y €
Cadena H Cadenes L KOA KOA KOA KOA KOA
Unitats basiques 5 1 1/2 1 1

Figura 4. Estructura de les Ig.

Hi ha 5 tipus de cadenes H: y, 6, a, vy, i €, i 2 tipus de cadenes L: ki A. Les Ig poden
presentar-se en diferents varietats conegudes com isotips en funcié de les cadenes H
amb que estiguin composades. Aquestes son la IgM, IgD, IgA, IgG i IgE (taula 1). Un

cop sintetitzades les Ig es secretaran en forma de monomers, dimers o pentamers.

Gens de les Ig

El gen codificant de la cadena H de les Ig (IGH) es troba a 14q32 i esta estructurat en
una regi6é variable i una constant. La regié variable es composa per 1-50 segments
variables (V), 1-30 segments de diversitat (D) i 1-6 segments d’unié (J, junction). La
regio constant (C) esta formada per 9 segments anomenats p, &, ya, Y1, O1, Y2, Y4, &,

a, (figura 5).

Cadena pesada
V (1~50) D (1~30) J (1-6) C )
IGH , ’
sz 5 U AR R -
g J
Uni6 D-J Y~
— /)
Uni6V-DJ Y
— M/
~
VDJI Cadena pesada p

Figura 5. Estructura i reorganitzacié dels gen de la cadena pesada de les Ig.

El gen que codifica la cadena lleugera k (/GL k) es troba a 2p12 i esta format per 1-40

segments V, 1-5 segments J i 1 segment C (figura 6). El gen que codifica la cadena

17



Introduccio

lleugera A (IGL A) es troba a 22911 i esta format per 1-29 segments V i 1-4 clusters JC

(figura 7).

Cadena lleugera k

V (1-40) J (1-5) Ccm
IGL k , ,
2p12  ° 3
N\ o
Y Uni6 V-J
5 il I
N J
Y Unio VJ-C

V|JI Cadena lleugera

Figura 6. Estructura i reorganitzacié del gen de la cadena

lleugera k de les Ig.

Cadena lleugera A

V (1~29) JC (1-4)

IGL A

22q11 U L)
Unié V-JC_ Y

Cadena lleugera A

Figura 7. Estructura i reorganitzacié del gen de la cadena

lleugera A de les Ig.

Reorganitzacio dels gens de les Ig

Es el procés normal de recombinacié a I'atzar dels segments que composen els gens
de les lg, contribuint a la diversitat d’aquestes a reconeixer I'antigen.

La reorganitzacio del gen IGH s'inicia en el limfocit pro-B per la unié d’'un segment D i
un segment J mitjangant I'enzim desoxirribonucleotidil transferasa terminal (TdT)
(figura 5). Els segments DJ ja reordenats s’uneixen després a un segment V. Els
segments anomenats V1-69, V3-07, V3-23 i V4-34 sén els que apareixen amb més
freqiéncia. Finalment la unié amb un segment C (u en aquest cas) sera determinant
del tipus de Ig. En la traduccié es sintetitzara la cadena pesada p.

El reordenament dels gens IGL s’inicia en el limfocit pre-B i succeeix de forma similar a
la reorganitzacié del gen IGH. El gen de la cadena k (figura 6) es reorganitza per la

unié d’'un segment V i un J, i posteriorment s’afegeix el segment constant k. En la
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traduccié es sintetitza la cadena lleugera k. El gen de la cadena A (figura 7) es
reordena per la unié d’'un segment V a un dels clusters JC i es sintetitza la cadena
lleugera A. Primer es reordena el gen de la cadena K i si la proteina resultant no és
funcional es reordena la cadena A, en una proporcié 2:1.

La unié de dues cadenes lleugeres kK 0 A amb dues cadenes pesades u formaran la
IgM, primer anticOs que es sintetitza contra un antigen, i principal component del

receptor de cél-lules B (BCR) que es presenta a la supercicie del limfocit.

Hipermutacié somatica dels gens de les Ig

Durant la maduracié del limfocit al gangli els gens de les Ig patiran de forma natural un
procés de mutacions puntuals en la regié V dels gens IGH (IGHV) i IGL anomenat
hipermutacié somatica, variant l'afinitat del BCR per l'antigen. Es produeixen
habitualment al centre germinal del fol-licle limfoide secundari com a conseqliéncia
d’'una activacio limfocit T-depenent, perd sembla que I'activacio del limfocit B també
pot ocorrer a la zona marginal del gangli de forma limfocit T-independent, induint o no
les hipermutacions per un proceés desconegut (per revisions: Chiorazzi et al. 2005;
Zenz et al. 2010). Aquestes mutacions es detecten comparant la seqliéncia de la regio
V dels gens de les Ig dels limfocits B del pacient amb els corresponents gens de la
linia germinal d’'una base de bades. Per exemple, una seqiéncia /IGHV que divergeix
en el 2% o més de la linia germinal es defineix com mutada, encara que altres cut-off

han estat considerats (Krober et al. 2002).

1.1.1.3. Formacié de limfocit B

En aquest procés es troben els seguents estadis (figura 2):

- Limfocit pro-B: és el progenitor més immadur. Expressa els marcadors CD34, TdT,
HLA-DR, CD19, CD38, CD10 i CD22. En aquest estadi la céllula inicia la
reorganitzacio dels gens de les Ig.

- Limfocit pre-B: aquest limfocit ja té el gen /GH reordenat i es comencen a sintetitzar
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les cadenes H de tipus p que fan d’estructura prévia al BCR anomenada pre-BCR. En
aquest estadi es reordenen els gens de les cadenes lleugeres kK o A. Aquesta cél-lula
encara expressa CD34, TdT, HLA-DR, CD19, CD38, CD10, CD22, a més d’incorporar
CD20, CD45i CD79a.

- Limfocit B immadur: en aquest estadi la IgM se situa a la superficie del limfocit
formant part del BCR junt amb altres marcadors de superficie com CD79a i CD79b. El
BCR és el responsable del reconeixement de l'antigen i activa la resposta
immunologica humoral gracies al domini intracel-lular que transmet senyals d’activacio
a altres Tyr-K. El limfocit amb la IgM de superficie passa per un procés de seleccié en
el que sera eliminat si la IgM que produeix desencadena una resposta autoimmune a
antigens del propi cos. Els limfocits que superin aquesta etapa continuaran la seva
maduracio.

- Limfocit B madur verge o naive: comenga a expressar IgD de superficie i migra
des de la MO als organs limfatics secundaris (ganglis limfatics, teixit limfoide associat a
mucosa (MALT) i melsa) a través de la SP. El limfocit B entra al gangli pel vas aferent i
es situa al cortex a I'espera de ser activat pels limfocits T del paracotex (figura 3). Els
limfocits verges que no s’activin moriran en dies. Aquest limfocit expressa els
marcadors CD19, CD20, CD22, CD45 i una petita poblacié també CD5.

- Limfocit B activat: el limfocit madur verge en contactar amb I'antigen mitjangant
I'ajuda del limfocit T migra al fol-licle primari on hi ha limfécits B policlonals en repds,
que reconeixen altres antigens. Aqui el limfocit activat prolifera transformant el fol-licle
primari en secundari, formant el centre germinal (figura 8). A la zona fosca el limfocit —
anomenat centroblast — pateix una transformacié blastica i expansié clonal que genera
clons productors d’'lgs amb la mateixa especificitat antigénica. En aquest estadi el
centroblast pateix les hipermutacions somatiques. En deixar de dividir-se, el limfocit
migra a la zona clara — anomenant-se centrocit — el qual competint per la unié a
I'antigen, és seleccionat o eliminat per apoptosi si ha adquirit mutacions que facin

disminuir I'afinitat per I'antigen. Aquells centrocits que incrementin 'afinitat sobreviuran
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i contactaran amb els limfocits T cooperadors mitjangant la interacci6 CD40 (del
limfocit B)-CD40L (del limfocit T), fonamental per continuar la diferenciacié dels
limfocits B. Els centrocits també poden patir un canvi d’isotip (switch) o canvi de tipus
d’lg per la recombinacié de ’'ADN amb els segments C q, v, i €, substituint la IgM o IgD
per les IgG, IgA o IgE. Els que sobrevisquin esdevindran limfocits B de memoria o

precursors de CP i el centre germinal involucionara.

O Limfocit B
madur verge

Mantell

Zona
fosca

Centroblastes

!

Centrocits

Centre
germinal

Zona

J clara
Limfocits B

de memoria

@ Céllula O

plasmatica

Figura 8. Maduracié del limfocit B al
fol-licle secundari.

- Limfocits B de memoria: resideixen principalment al mantell del fol-licle (figures 7 i
8) o circulen en estat de repos GO i poden desencadenar rapidament una resposta
immune secundaria en vers el mateix antigen. Les cél-lules d’aquest clon es
convertiran en precursores de CP. Poden sobreviure al nostre cos durant anys i
classicament son IgM+/IgD+,CD27+.

- Cél-lula plasmatica: les cél-lules precursores de les CP tornaran a la MO finalitzant
la maduracio6 i transformant-se en CP especialitzades capaces de sintetitzar i secretar
les Igs. La vida d’aquestes cél-lules és de dies o setmanes i sén CD19, CD38 i CD138

positives.
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1.1.1.4. Formacié del limfocit T i cél-lules NK

Les formes més immadures dels limfocits T migren des de la MO al timus per madurar
i proliferar alhora que van adquirint els marcadors de CD3, CD4/8, CD2, TCR (T-cell
receptor) fins esdevenir immunocompetents. De forma similar als limfocits B, la
formacio del TCR es produeix per una reorganitzacié dels gens de les cadenes a i B 6
y i 8, perd no expressen Ig de superficie. Els limfocits T madurs verges capagos de
reaccionar contra antigens del propi cos seran eliminats i els que hagin superat la
seleccié migraran cap a teixits limfoides periferics des de on circularan pel torrent
sanguini. Quan contactin amb un antigen, el limfocit T responsable de la immunitat
cel-lular sera capag de destruir-lo directament activant la via citotdoxica, o indirectament
activant als limfocits B. Part d’aquests limfocits passaran a formar part dels limfocits T
de memoria que poden viure durant anys. A la SP representen entre el 65-75% dels
limfocits; d’aquests el 70% son limfocits T cooperadors (CD4+) i el 25% limfocits T
citotoxics (CD8+).

Les celllules NK representen una petita proporcié a la SP i mostren una activitat
destructora en front cél-lules infectades per virus i cél-lules canceroses. Deriven d’un
progenitor comu del limfocit T i a diferéncia d’aquests, no pateixen cap reorganitzacio

de gens dels receptors. Sén CD3 negatives i presenten els marcadors CD56 i CD16.

1.2. CICLE CEL-LULAR | APOPTOSI

El cicle cel-lular esta sota control d’'una série de mecanismes que si s’alteren poden
desenvolupar una neoplasia. La maquinaria molecular que controla la progressié del
cicle cel-lular depén de les ciclines i les cinases dependents de ciclines (CDK) (figura
9). Existeixen 4 punts de control al llarg del cicle: el punt de restriccié (R) a G1 i els de
control al final de G1, S i G2. El cicle s’inicia a G1 a través de senyals de proliferacio
que donen lloc a la formacié del complex ciclina D-CDK4/6. En aquesta etapa, el punt

R és decisiu i esta controlat per la proteina supressora de tumors RB (Retinoblastoma)
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que fosforil-lada, permet que el cicle progressi. La formacié dels complexes ciclina E-
CDK2, ciclina A-CDK?2 i ciclina B-CDK faran que el cicle continui avancgant fins a mitosi
(M). Els senyals antimitdtics, com el dany en I'ADN, inhibeixen la formacié dels
complexes ciclina-CDK a través de les proteines P53 i P21, aturant el cicle per tal de
reparar I'’ADN, induir I'apoptosi o entrar en estat de quiescéncia GO (per revisio

Malumbres i Barbacid 2009).

COK1D
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Senvalzs
oy proliferativees
Ty d
- »
/ MR,
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’m — . * . S artimititiues

Figura 9. Esquema del cicle cel-lular i mecanismes reguladors.

1.2.1. Mecanismes d’oncogénesi

L’activacié d’un protooncogén (oncogen) i la inactivacié d’'un gen supressor de tumors
son els mecanismes classics oncogénics. En condicions normals, els protooncogens
estimulen la proliferacié cellular mentre que els gens supressors de tumors la
inhibeixen. Les alteracions géniques involucrant aquests gens contribueixen a la
transformacié neoplasica desregulant el cicle cel-lular, modificant la capacitat
d’autorenovacié, escapant als controls normals de proliferacié, bloquejant la
diferenciacio i evadint-se de I'apoptosi (per revisions: Willis i Dyer 2000; Sandberg i
Meloni-Ehrig 2010; Hanahan i Weinberg 2011).

Els mecanismes d’'activacié dels oncogens son:

- la juxtaposicié del promotor o enhancer d’un gen a un protoocogén, habitualment per
translocacio, donant sobreexpressio de la proteina codificada pel protooncogén.

- 'amplificacié d’un oncogen, per exemple C-MYC, sobreexpresant-se.
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- la fusié de dos oncogens que donen lloc la sintesi d’'una proteina quimérica de funcié
alterada degut a translocacions, inversions o insercions. Aquest mecanisme
freqientment activa proteines Tyr-K, importants reguladores de les vies de
senyalitzacio, que també es poden activar per mutacions puntuals, delecions o
amplificacions.

Els mecanismes d’inactivacio dels gens supressors de tumors soén:

- les aneuploidies, delecions o mutacions del gen que impliquin a tots dos al-lels,
desregulant el cicle cel-lular i I'apoptosi com per exemple les delecions dels gens TP53
(17p13) o RB (13q14) en molts tipus de cancers.

Altres mecanismes oncogeénics descrits recentment sén els epigenétics (Ruvkun 2001;
per revisions: Bartel 2004; Esteller 2011) que consisteixen en la modificacié de I'ADN
mitjangcant metilacions, acetilacions o microRNAs (petits fragments de RNA d’uns 22
nucleotids en loop) que fan inaccessible el promotor d’'un gen, inhibint la transcripcio.

Normalment afecta a gens supressors de tumors.

1.3. TECNIQUES CITOGENETIQUES PER A L’ESTUDI DE LES NEOPLASIES

HEMATOLOGIQUES

1.3.1. CITOGENETICA CONVENCIONAL

La citogenética convencional (CC) i el desenvolupament de les técniques de bandeig
cromosomic cap a finals dels anys 60, van permetre una identificaci6 més acurada
dels cromosomes (Caspersson et al. 1968). Existeixen varies técniques de bandeig
cromosomic com les bandes G (amb tincié6 de Wright o Giemsa) i les bandes R (amb
giemsa o taronja d’acridina). L’International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN) (Shaffer et al. 2009) proposa unes pautes estandarditzades que
permeten la descripcid dels cromosomes i les seves alteracions. El principal avantatge
de la CC és la valoracié global de tot el genoma a nivell microscopic. La necessitat de

cél-lules en metafase i de personal altament preparat son les principals limitacions. A
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més, la mala qualitat cromosomica, les alteracions submicroscopiques o criptiques per
sota la resolucié de la CC, o la preséncia de metafases que no formen part de la clona
tumoral son altres punts importants a tenir en compte en el diagnostic citogenétic

(Stockero et al. 2006; per revisions: Harrison 2009; Sandberg i Meloni-Ehrig 2010).

1.3.2. CITOGENETICA MOLECULAR

1.3.2.1. Hibridacié in situ fluorescent

La hibridacié in situ fluorescent (FISH) es va desenvolupar en els anys 80 com a
modificacié de la hibridacié in situ (HIS) amb isotops radioactius, substituint-los per
fluorocroms (Pinkel et al. 1986) i es basa en la complementarietat de la doble cadena
d’ADN. La técnica utilitza fragments d’ADN marcats amb fluorocroms (sonda) que
hibriden especificament en la regi6 complementaria a 'ADN de la mostra, tant en
metafase com en interfase, sense la necessitat de cél-lules en divisid (Cremer et al.
1988). L’aplicabilitat de la técnica en la interfase (I-FISH) o citogenética interfasica ha
facilitat I'estudi citogenétic de determinades neoplasies amb dificultats en I'obtenci6 de
metafases, com en el cas de la leucémia limfatica cronica (LLC) o el mieloma multiple
(MM). Les sondes poden estar marcades indirectament a través de nucleotids
conjugats a biotina o digoxigenina que es detecten mitjangant anticossos marcats amb
el fluorocrom; perd a I'actualitat hi ha disponibles un gran ventall de sondes comercials
de marcatge directe on els nucledtids estan units directament a un fluorocrom (per
revisid Tsuchiya 2011). Els tipus de sondes es poden classificar segons les regions o
sequéncies que localitzen (figura 10). Les sondes telomériques hibriden en els
telomers i estan constituides per seqiiéncies curtes altament repetitives. De forma
similar, les sondes centromériques consisteixen en sequéncies especifiques repetitives
o ADN satéllit present en els centromers, i sén Uutils per detectar alteracions
numeériques en interfase i metafase. Les sondes locus-especific sén sequéncies

uniques d’ADN especifiques d’un locus. Es fabriquen inserint ADN genomic d’unes
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100-300Kb dins de cromosomes bacterians i son especialment utils en la deteccié de
reordenaments estructurals (translocacions) o canvis en el nombre de copies
(delecions, amplificacions) del locus, en interfase i metafase. Dins aquestes sondes
existeixen les de tipus dual-fusion les quals marquen dos locus amb diferent color que
en cas de trobar-se adjacents per una translocacid, mostren una senyal de fusio; i les
break-apart on un locus propens a reordenar-se esta marcat amb dos fluorocroms
diferents a cada banda del punt de trencament formant una senyal de fusid que en
reordenar-se, se separa mostrant dues senyals independents. Les sondes de pintat
cromosomic o painting marquen la totalitat del cromosoma, i s'utilitzen per la
confirmacié d’anomalies estructurals i numeériques o en la identificacié6 de cromosomes
marcadors d’origen desconegut, perd només sén aplicables en metafase (Gozzetti i Le

Beau 2000; per revisions: Kearney 2001; Tsuchiya 2011).

Muchi
interfasic

Figura 10. Tipus de sondes observades en metafase i interfase mostrant patrons

normals.

Els principals avantatges de la FISH respecte la CC son poguer realitzar I'analisi en
interfase d’'un gran nombre de cél-lules, de forma relativament rapida, i permet la
identificacio de petites poblacions tumorals sense requerir de personal tan especialitzat
com en la CC. A més, és capa¢ d’identificar alteracions en metafases de baixa qualitat
cromosoOmica, com detectar anomalies submicroscopiques o criptiques no
identificables per CC. També doéna la possibilitat de fer servir les mateixes
preparacions utilitzades en la CC per fer la FISH, aixi com utilitzar diferents sondes de

forma sequiencial sobre les mateixes metafases.
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La principal limitaci6 de la FISH és que unicament avalua la regié o regions
seleccionades per estudiar en base a les sondes disponibles i que I'eleccidé de les
mateixes depén de informacié prévia o sospita diagnostica. A més, només algunes
anomalies poden ser estudiades en un mateix experiment, deixant sense avaluar gran
part del cariotip (Duncan et al. 1993; Wang et al. 1995; Dierlamm et al. 1996; Gozzetti i
Le Beau 2000; Nordgren 2003; Stockero et al. 2006). La resolucié de la FISH és
diferent en interfase o en metafase; la interfase té una resoluci6 de 50kb-1Mb i la
metafase de 1-3 Mb (Wilkinson 1998). Donada la importancia de la citogenética per al
diagnostic i tractament de les neoplasies hematologiques i degut a les seves

limitacions, es fa necessaria la combinacioé de varies técniques.

1.3.3. TECNIQUES DE SEPARACIO CEL-LULAR

Les técniques de separacio cel-lular sén metodologies de suport en nombrosos camps
cientifics. Encara que no sén especifiques en citogenética, sén de gran utilitat per tal

d’enriquir la poblacioé cel-lular a estudiar.

1.3.3.1. Separacio de cél-lules mononuclears per gradient de densitat

La técnica de separacio de cél-lules mononuclears per gradient de densitat (CMGD) es
va descriure cap a finals dels anys 60 per tal d’aillar les cél-lules mononuclears de la
SP o MO (Boyum 1968). Aquest procediment utilitza una barreja de polisacarids i medi
de contrast a una densitat de 1,077 g/mL que facilita I'agregacio dels eritrocits i
granulocits que per centrifugacié sedimenten i, a la interfase entre el plasma i el medi
de separacio, els limfocits i altres cél-lules mononuclears queden en suspensié formant

una capa.
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1.3.3.2. Separacié6 immunomagnética de cél-lules plasmatiques amb particules
MACS
La tecnologia de separacié immunomagnética MACS® (monoclonal antibody columns)
va ser desenvolupada als anys 90 per Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Germany).
S'utilitza per aillar tipus cel-lulars rars o poc representats en una mostra heterogénia,
com per exemple les CP de la MO. La técnica es basa en la seleccio positiva de les
cél-lules CD138+, marcador especific de CP normals i malignes. El procediment
consta d’'un marcatge immunomagnétic, separacié per columnes i recuperaciéo de CP

(figura 11).

Marcatge Particula magnética
immunomagnétic <0133 MACS CO135

Separacid per

columnes MACS Fitre S

Columna
separacio

Imarnt

Dezcartar

Recuperacid de CP

CP
aillades

Figura 11. Separacié immunomagnética de CP mitjangant MACS.

El marcatge es realitza amb particules magnétiques MACS CD138 MicroBeads, que
estan conjugades a un anticos anti-CD138 monoclonal de ratoli que s’uneixen al
marcador CD138 o Syndecan-1. La separacié de CP es realitza amb columnes de
separacié MS Columns MACS amb una capacitat per 10° de cél-lules marcades i fins a
200x10° cél-lules totals. Les columnes contenen una matriu que genera un fort camp

magnétic quan s’insereixen dins el imant MiniMACS Separator. Les cél-lules marcades
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CD138+ es queden retingudes a la columna mentre que les que no ho estan s’elueixen
i poden ser descartades. Al treure la columna del camp magnétic les cel-lules que
estaven retingudes poden ser eluides, obtenint les CP. La taxa d’enriquiment es situa
entre 50-1.000 vegades, i fins a 10.000 si la separacié es realitza amb una segona

columna.

1.4. NEOPLASIES HEMATOLOGIQUES LIMFOIDES D’ORIGEN B

Les neoplasies hematologiques limfoides dorigen B son un grup heterogeni
d’hemopaties malignes caracteritzades per la proliferacié clonal de cél-lules de llinatge
limfoide B que poden estar afectades en diferents estadis maduratius.

Aquestes neoplasies es poden diferenciar en dos grups: les proliferacions de
precursors limfoides B o leucémies agudes (LA), i les proliferacions de cél-lules B
madures també anomenades sindromes limfoproliferatives (SLP) croniques. Existeixen
dues formes de presentacio: leucémia i limfoma, leucémia quan la proliferacio i
acumulacio de cél-lules és a la MO i/o SP, i limfoma quan la neoplasia es troba
restringida a una massa i sense, o gairebé gens, afectaci6 de la MO o SP.
L’hemograma d’un individu sa presenta un recompte de limfocits de 1,5-4,0x10°%/L
representant el 25-35% dels leucocits totals. El 10-20% dels limfocits de la SP soén

limfocits B.

1.4.1 Classificacio

La classificacid de les neoplasies limfoides ha evolucionat al llarg de les ultimes
décades fins a la classificaciéo de la World Health Organization (WHO) (WHO 2008)
basada en criteris morfoldgics, immunofenotipics, genétics i clinics, de la que es va
publicar la primera edici6 I'any 1999 (Harris et al. 1999). La classificacié de la WHO

(2008) de les neoplasies limfoides d’origen B és la seguent:
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Neoplasies de precursors limfoides B

Leucemial/limfoma limfoblastica B , sense caracteristiques especifiques

Leucemia/limfoma limfoblastica B, amb anomalies geneétiques recurrents
Leucémia/limfoma amb t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
Leucémia/limfoma amb t(v;11923); MLL reordenat
Leucémia/limfoma amb t(12;21)(p13;922); TEL-AML1(ETV6-RUNX1)
Leucemia/limfoma amb hiperdiploidies
Leucemia/limfoma amb hipodiploidies
Leucémia/limfoma amb t(1;19)(q23;p13.3); E2A-PBX1(TCF3-PBX1)
Leucémia/limfoma amb t(5;14)(q31;932); IL3-IGH

Neoplasies de cél-lules B madures
Leucemia limfatica cronica/Limfoma de limfocits petits
Leucemia prolimfocitica B
Limfoma esplénic de la zona marginal
Leucémia de limfocits vellosos
Leucemial/limfoma esplénic
limfoma esplénic de cél-lules B petites amb infiltracio difusa de la polpa vermella
Leucémia de limfocits vellosos variant
Limfoma limfoplasmacitic
Patologia de cadenes pesades
Neoplasies de cél-lules plasmatiques
Gammapatia monoclonal de significat incert
Mieloma de cél-lules plasmatiques
Plasmocitoma solitari ossi
Plasmocitoma extraossi
Patologies de dipdsits d'immunoglobulines monoclonals
Limfoma de la zona marginal extranodal MALT (teixit limfoide associat a mucosa)
Limfoma de la zona marginal nodal
Limfoma fol-licular
Limfoma del centre fol-licular primari cutani
Limfoma de cél-lules del mantell
Limfoma B difus de cél-lula gran (LBDCG), sense especificar
LBDCG ric en cél-lules T/histiocits
LBDCG primari del sistema nerviés central
LBDCG primari cutani (leg type)
LBDCG EBYV positiu del pacient d’edat avangada
LBDCG associat a inflamacié cronica
Granulomatosi limfomatoide
Limfoma B de cel-lula gran primari del mediasti (timus)
Limfoma B de cel-lula gran intravascular
Limfoma B de cel-lula gran ALK positiu
Limfoma plasmablastic
Limfoma B de cel-lula gran HHV8 associat malaltia de Castleman
Limfoma primari d’efusions
Limfoma de Burkitt
Limfoma B, inclassificable, amb trets entre LBDCG i limfoma Burkitt

Limfoma B, inclassificable, amb trets entre LBDCG i limfoma de Hodgkin classic
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Entre aquestes patologies, el present treball es centrara en la leucémia limfoblastica

aguda (LLA) B, la LLC i les neoplasies de CP.

1.4.2. LEUCEMIA LIMFOBLASTICA AGUDA B

La LLA-B és una proliferacié clonal de precursors dels limfocits B. Tant la LLA com el
limfoma limfoblastic sén considerats una mateixa entitat amb caracteristiques
morfoldgiques i genétiques iguals perd amb diferent afectacié de la MO i SP. Les
recomanacions de la WHO estableixen el criteri de leucémia aguda (LA) quan es

troben >20% de blastes en MO.

1.4.2.1. Classificacié

Classicament, LLA ha estat categoritzada segons la FAB (French-American-British
cooperative group) en 3 tipus L1, L2 i L3, en base a la morfologia cel-lular (Bennett et
al. 1976). Actualment les dades genéetiques han donat identitat a la malaltia donant lloc

a la classificacié WHO, 2008 (apartat 1.4.1).

1.4.2.2. Epidemiologia

La LLA és principalment una neoplasia hematologica infantil perd també es presenta
en adults. El 75% de les LLA es diagnostiquen en nens de <6 anys, amb una
incidéncia de 1-4,75/100.000 persones I'any, representant el 80% de les LA, éssent
més frequent entre els 3 i 5 anys. A I'adult (>15 anys) és de distribucié bimodal; més
freqUent entre els 15-19 anys i a partir dels 60 anys i representa el 15-25% de totes les
LA. El 80-85% de les LLA soén d’origen B, a diferéncia del limfoma limfoblastic on els
de céllules B només representen un 10% (WHO 2008). La distribucié per sexes és

1,2:1 (home:dona).
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1.4.2.3. Etiologia

Es desconeix el desencadenant de la LLA perd, factors genétics com el sindrome de
Down augmenten la predisposicié a patir-la. L’exposicié a mutagens durant la vida fetal
podria ser un iniciador, aixi com I'exposicié a inhibidors de la topoisomerasa Il que
poden desenvolupar una LLA amb reordenament del gen MLL (per revisid Pui et al.
2004). L'adquisicié de reordenaments genics especifics in utero és un fet important en
l'origen de les leucémies infantils, com s’ha pogut observar amb les targetes de
Guthrie. Les t(4;11)(q21;923) o la t(12;21)(p13;922) poden ser I'esdeveniment primari
en alguns casos de bessons monozigots en els que tots dos han desenvolupat una
LLA. Una cel-lula andmala originada en un dels bessons es dissemina a l'altre per
anastomosi. A nivell molecular la translocacié és idéntica perd la malaltia es
desenvolupa en diferent moment en cadascun del bessons. Degut a esdeveniments
secundaris (com la delecié de ETV6 en el cas de t(12;21)) la leucémia es precipita de
forma més o menys tardana. En la t(4;11) el periode de laténcia és forga curt suggerint
que la translocacié per si mateixa indueix la leucémia. El retras en el inici de la
leucémia en el segon bessoé pot deixar a la llum una fase preleucémica asimptomatica
amb les mateixes anomalies cromosomiques presents en el primer bessé (Greaves et
al. 2003; Broadfield et al. 2004). Casos amb hiperdiploidia poden tenir també un origen

prenatal (Maia et al. 2003).

1.4.2.4. Manifestacions cliniques

La LLA-B cursa amb trombocitémia, anémia o neutropénia com a consequiéncia de la
fallada de la MO. Pot presentar adenopaties generalment cervicals, esplenomegalia i
hepatomegalia. A I'adult, no es detecten lesions ossies ni infiltracio testicular comu en
nens. També pot presentar infiltracid del sistema nerviés central (SNC). El recompte
de leucocits pot ser baix o molt elevat (<5x10%/L - >100x10%L leucocits). La majoria
dels pacients presenten blastes a SP inclis en casos amb leucopénia i acostumen a

presentar >50% de blastes en MO (WHO 2008).
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1.4.2.5. Inmunofenotip

El perfil immunofenotipic en la LLA resulta imprescindible per a la identificacié del grau
de maduracio que ha assolit el limfocit leucémic ja que, es correlaciona amb les dades
genetiques i cliniques, aixi com per al diagnostic diferencial amb la leucémia aguda
mieloide (LAM) molt indiferenciada o LLA d'origen T. L'European Group for the
Immunological Characterization of Leukemias (EGIL) va classificar les LLA-B segons
els grau de maduresa dels blastes en base al perfil immunofenotipic (Bene et al. 1995)
(taula 2):

Taula 2. Perfils immunofenotipics en la LLA-B.
Tipus LLA-B Marcadors

Pro-B TdT+ HLA-DR+ CD19+ CD22+ CD79a+ CD10- p cit-
Comu TdT+ HLA-DR+ CD19+ CD22+ CD79a+ CD10+ p cit-
Pre-B TdT+ HLA-DR+ CD19+ CD22+ CD79a+ CD10+ p cit+

Encara que els mateixos marcadors apareixen en els blastes normals, els blastes
leucémics sempre mostren un patré aberrant respecte la normalitat, de gran utilitat a

I'estudi de la malaltia minima residual durant el seguiment de la leucémia (Craig 2007).

1.4.2.6. Alteracions citogenétiques

Cadascuna de les anomalies recurrents etiqueten la LLA com a entitat diferenciada
segons la WHO. L’estudi citogenétic és un dels gold standard per classificar la LLA-B i
establir grups pronostic i administrar tractaments especifics. La utilitzacié de la FISH
ha incrementat la deteccié d’alteracions en els casos amb anomalies criptiques com la
t(12;21)(p13;922) o submicroscopiques, en casos on no s’obtenen metafases o son de
poca qualitat per un analisi citogenétic acurat i en casos amb cariotip complex. Aixi, la
CC té una taxa d’éxit del 83% que s’incrementa fins el 91% amb I-FISH (Harrison et al.
2005). Combinant la CC i la FISH, s’observen en el 60-80% dels casos anomalies
cromosomiques clonals i al voltant del 25% presenten un cariotip normal (Moorman et
al. 2007; Pullarkat et al. 2008; Harrison et al. 2010; per revisié Mrozek et al. 2009). Les
anomalies citogenétiques recurrents identificades en la LLA soén basicament

alteracions numériques especifiques (non random) i translocacions equilibrades. Les
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figures 12 i 13 mostren les anomalies més rellevants en la LLA-B i T en nens i adults,
respectivament.
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Figura 12. Distribucio6 de les lesions géniques en la LLA-B i LLA-T en nens (per
revisio Pui ef al. 2004).
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Figura 13. Distribucio de les lesions géniques en la LLA-B i LLA-T en adults (per
revisio Pui ef al. 2004).

La incidéncia de les anomalies cromosdmiques varia amb 'edat (figura 14). Durant el

primer any de vida, la t(4;11) o reordenaments de MLL afecten al voltant del 75% dels
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nadons amb LLA-B. En els anys posteriors, aquesta alteracié és substituida per la
t(12;21) i l'alta hiperdiploidia (HeH) fins a I'adolescéncia, i per I'aparicié també de la
t(9;22) més frequent en l'adult. La t(9;22) esta present en el 25% dels adults de >40
anys. En adolescents, adults joves (AYAs, adolescent young adults) i adults, les
translocacions de /GH s6n més frequents. La t(1;19) es troba a tots els grups d’edat i

és relativament poc freqient (Moorman et al. 2010a; per revisié Harrison 2011)

WA T30 1252 1) BHeH @S 22) D1 1‘.=:Jl:i'--tq3?|:|nrnn!

100% T

Froportion of caces

HHHHTL
S B P ~F‘h ‘?@ ,ﬁ:ﬂ’hﬂ 2 l?g- g-:""q 79,? #,;a ‘th ‘?ﬁ:’

Age (years)

Figura 14. Distribucié de les alteracions cromosomiques en relacié a
'edat (Harrison 2011).

Anomalies contemplades per la WHO:

e LLA-B amb t(9:;22)(q34:911.2)/BCR-ABL1

Es lalteracié més freqiient en adults (25%) perd esta poc representada en nens (2-
4%) (Moorman et al. 2007; Pullarkat et al. 2008; per revisié Mrozek et al. 2009). A la
t(9;22) es fusiona el gen BCR en 22q11 amb el gen ABL1 (Abelson 1) en 9934 donant
lloc un cromosoma 22qg- anomenat cromosoma Philadelphia (Ph+) produint una
proteina de fusi6 BCR-ABL1. El protooncogén ABL1 codifica una proteina tirosin
cinasa (Tyr-K) i la seva activacié esta altament controlada. Per contra, el gen de fusio
BCR-ABL1 produeix una Tyr-K que esta activada permanentment alterant les vies que
controlen l'autorrenovacié, proliferacié i supervivéncia cel-lular (per revisié Pui et al.

2004). Dos terceres parts dels pacients presenten anomalies afegides com el doble
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Ph+, - 7 o 7p-, der(9p), +8, +21 o +X. La 1(9;22) també pot apareixer en casos amb
hiperdiploidia.

- Pronostic: és la LLA de pitjor prondstic en nens i adults. L’Unic tractament
potencialment curatiu és el transplantament al-logénic. L’administracié d’Imatinib
(inhibidor de la Tyr-K) pot millorar la supervivéncia perd, es pot desenvolupar
resisténcia al tractament. Altres inhibidors de la Tyr-K com el Dasatinib formen part

d’assajos clinics.

e LLA-B amb t(v;11923); MLL reordenat

Les translocacions en les que esta implicat el gen MLL (mixed-linage leukemia)
localitzat al cromosoma 11923 afecten a 2/3 parts dels nens de <1 any amb LLA
(Harrison et al. 2005), perd és poc frequent en joves i adults, i tipicament cursen amb
elevat recompte leucocitari. MLL és un factor de transcripcié que regula I'expressio
d’alguns gens HOX. Els gens que codifiquen proteines amb homeodominis
s’anomenen homeobox, on s’inclou HOX i PBX. Les translocacions formen factors de
transcripcié quimérics d’activitat augmentada, alterant I'expressio dels gens HOX (per
revisid Pui et al. 2004). MLL té més de 80 partners descrits, el més comu és AFF1
(AF4) a 4921, que ddna lloc a la t(4;11)(q21;q23)/AFF1-MLL en més de 50% dels
casos. Una tercera part dels casos presenta anomalies adquirides com +X, anomalies
en 7p, 9p i +8 (Moorman et al. 2007; per revisions: Mrozek et al. 2009; Gomez-Segui
et al. 2012). Altres translocacions implicant al gen MLL sén Ila
t(11;19)(g23;p13)/MLLT1(ENL)-MLL amb les anomalies afegides +X, +8 i del(6q); la
t(9;11)(p22;923)/MLLT3(AF9)-MLL i la t(10;11)(p13-15;923)/MLLT10(AF10)-MLL. S’ha
observat que en el 15% del casos amb translocacié de MLL poden estar acompanyats
per mutacions de FLT-3, receptor de membrana amb activitat Tyr-K, que provocarien
la seva activacio.

- Pronostic: les translocacions de MLL sé6n de mal pronostic. La t(4;11)(921;923) té

molt mal prondstic sobretot en nens de <3 mesos i adults grans. La t(11;19)(g23;p13)
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també es pot detectar a la LLA-T i sembla conferir millor pronostic que en el llinatge B.

e LLA-B amb t(12:21)(p13:922)/TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)

La FISH ha fet possible la deteccio de la translocacio criptica t(12;21)(p13;922) en el
25% de les LLA en nens, i gairebé no es dona en nadons ni adults (Harrison et al.
2005). El gen TEL(ETV6) localitzat a 12p12 pertany a la familia de factors de
transcripci6 ETS i esta relacionat amb I'establiment de I'hematopoesi a la MO.
AML1(RUNX1) localitzat a 21922, codifica la subunitat d’'unié a 'ADN del core-binding
factor via HOX, reclutant histona acetilases que obren la cromatina permetent la
transcripcié. En fusionar-se, formen un factor de transcripcié quimeéric que segresta
histona deacetilases que compacten la cromatina reprimint la transcripcié (per revisio
Pui et al. 2004). S’identifiquen anomalies afegides en 2/3 dels pacients com sén la
del(12p) de la segona copia del gen ETV6 en un 55-70% dels pacients, trisomia 21 i la
duplicacié del der(21).

- Pronostic: és de pronostic excel-lent (per revisié Mrozek et al. 2009). Inhibidors de les

histonadeacetilases son estudi de possibles tractaments.

e LLA-B amb hiperdiploidies

Afecta al 25-30% de nens amb LLA-B, no s’observa en nadons i és menys frequent en
adolescents i adults (2-10%) (per revisié Mrozek et al. 2009). En els casos amb HeH,
el cariotip presenta de 51-65 cromosomes degut a trisomies especifiques non random,
habitualment sense anomalies estructurals. Els casos amb 47-50 cromosomes
s’anomenen com baixa hiperdiploidia. Els guanys més habituals sén els dels
cromosomes 21, X, 14, 4, 6, 18, 17 i 10 en >50% dels pacients, seguit de les trisomies
8, 5 11 i 12 (Heerema et al. 2007). Poden presentar anomalies afegides com
duplicacions de 1q, delecions de 6q 0 i(17)(q10). Entre un 3-10% dels casos presenten

també mutacions de FLT-3.

37



Introduccio

- Prondstic: en nens té un pronostic excel-lent (Harrison et al. 2005; Paulsson i
Johansson 2009). A I'adult tenen especial bon prondstic els casos amb les trisomies 4,
10, 17 i 18 (per revisié Mrozek et al. 2009). Les anomalies afegides no semblen variar

el pronostic, exceptuant I'isocromosoma 17q.

e LLA-B amb hipodiploidies

La preséncia d’'un nombre de cromosomes proper a I'haploidia (23-29 cromosomes), la
baixa hipodiploidia (33-39 cromosomes) o l'alta hipodiploidia (42-45 cromosomes) és
poc frequent (1-5%). Es déna per guanys de cromosomes especifics sobre el nombre
haploide (Harrison et al. 2004). En la majoria de casos, una duplicacié en el nombre de
cromosomes d’aquest clona resulta en I'aparicio d’'un cariotip al voltant de 50
cromosomes amb tetrasomies que es pot confondre amb la HeH.

- Prondstic: esta associada a mal prondstic. Es important la distincié entre els casos
amb duplicaci6 de cromosomes d'una clona hipodiploides (per la preséncia de
tetrasomies) dels casos amb HeH reals (amb trisomies), ja que el pronostic varia de
desfavorable a favorable, respectivament (Moorman et al. 2007; per revisié Harrison

2011).

e LLA-B amb (1;19)(923:;p13.3)/E2A-PBX1 (TCF3-PBX1)

La translocacié en la que estan implicats els gens E2A (TCF3, en 19p13) i PBX1
(1923) és relativament comu en la LLA-B en nens (fins 6%) i menys frequient en adults
(fins 3%) i representa el 25% dels casos de LLA amb immunofenotip pre-B (Moorman
et al. 2007; per revisid Mrozek et al. 2009). La proteina de fusié que es produeix del
der(19) interfereix també en la via de transcripcié de senyals mediada per HOX (per
revisié Pui et al. 2004).

- Prondstic: generalment no té bon prondstic encara que les noves terapies el milloren.
La preséncia de la t(1;19) s’ha establert com a factor de risc en les recaigudes del

SNC en nens.
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e LLA-B amb t(5:14)(q31:932)/IL3-IGH

Aquesta alteracié detectable per CC és rara en nens i adults i esta present en <1% de
LLA i poden cursar amb eosinofilia. La unié del gen IL3 (Interleukin 3) localitzat a 5q31
amb el gen IGH en 14q32 resulta en sobreexpressié de /L3 per activacié constitutiva.
Encara que és un subgrup molt petit, la WHO la considera una entitat diferenciada de

pronostic intermedi.

Anomalies cromosomigues no contemplades per la WHO:

- Translocacions t(v;14q32)/IGH

Les translocacions en les que s’implica el gen /IGH localitzat a 1432 tenen una
incidéncia del 2-4% en nens i 8-11% d’adults amb LLA, i son més frequents en nens
grans, adolescents i adults (Akasaka et al. 2007; Dyer et al. 2010; per revisions:
Harrison 2011; Chapiro et al. 2013). Algunes regions cromosomiques o0 determinats
gens son particularment propensos a originar alteracions cromosomiques. En les
hemopaties malignes limfoides d’origen B el gen IGH pot translocar-se implicant a

diferents partners (taula 2).

Taula 2. Translocacions t(v;14q32) i gens implicats en la LLA-B.

Translocacio

Gens implicats

Autors

t(1;14)(921;932) BCL9-IGH Willis et al. 1998
t(1;14)(925;932) LIM(Lhx4)-IGH Kawamata et al. 2002
t(6;14)(p22;932) ID4-IGH Bellido et al. 2003
t(8;14)(q11;932) CEBPD-IGH Kaleem et al. 2000
t(9;14)(p21;932) CDKNA-IGH Duro et al. 1996

t(11;14)(924;932)

miRNA125b-IGH

Chapiro et al. 2010
Tassano et al. 2010

t(14:14)(q11:932)
inv(14)(q11g32)

CEBPE-IGH

Liu et al. 2004
Akasaka et al. 2007

t(14;19)(g32;913)

CEBPA/CEBPG-IGH

Robinson et al. 2004; Akasaka et al. 2007

t(14;19)(q32;p13) EPOR-IGH Russell et al. 2009a
t(14;20)(q32;913) CEBPB-IGH Akasaka et al. 2007
4(X;14)(p22,q32) CRLF2-IGH Russell et al. 2009b

t(Y;14)(p11;932)

39



Introduccio

Aquestes translocacions son rares en la LLA-B perd s6n comuns en les neoplasies
hematoldgiques limfoides de cél-lules B madures com la t(8;14)(q24;932)/C-MYC del
limfoma de Burkitt, la t(11;14)(913;932)/CCND1 del limfoma del mantell o la
t(14;18)(932;921)/BCL2 del limfoma fol-licular entre d’'altres (per revisié Willis i Dyer
2000). Els trencaments en 'ADN que es produeixen de forma natural durant la
recombinacio dels segments VDJ del gen /IGH predisposa a aquest locus a ser diana
de translocacions. Com a consequiéncia es produeix una expressid ectopica dels gens
que es juxtaposen o es desregula I'expressié dels oncogens que cauen sota el control

del promotor de IGH.

Translocacions del gen IGH amb gens de la familia CEBP:

Entre altres partners de IGH, apareix un subgrup on s’inclouen 5 gens de la familia de
factors de transcripci6 CEBP (CCAAT enhancer-binding protein) de gran importancia
en la proliferacio i diferenciacié cel-lular. Les proteines de la familia CEBP conserven
'extrem carboxi-terminal comu a tots els membres, i poden presentar diferents
isoformes segons el punt d’inici de la traduccié en I'extrem amino-terminal. L’efecte de
la sobreexpressié d’aquests gens en el desenvolupament de les neoplasies limfoides
no és clar (Akasaka et al. 2007). Aquestes translocacions soén:

o 1(8;14)(q11;932)/CEBPD-IGH: la translocacié que implica a CEBPD localitzat
8911, és la més freqlent d’aquest grup i sembla estar més associada a
sindrome de Down (Kaleem et al. 2000).

o t(14;14)(q11;932) i inv(14)(q11932)/CEBPE-IGH: impliquen a CEBPE
localitzat a 14q11 (Liu et al. 2004; Akasaka et al. 2007).

o 1(14;19)(q32;913)/CEBPA/CEBPG-IGH: pot implicar tant a CEBPA com a
CEBPG, tots dos localitzats a 19913. La translocacié també s’ha descrit en la
LLC atipica (aLLC) pero en aquest cas el partner és BCL3. En la LAM, CEBPA
pot actuar com gen supressor de tumors (Robinson et al. 2004; Akasaka ef al.

2007).
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t(14;20)(q32;q13)/CEBPB-IGH: implica el gen CEBPB localitzat a 20q13

(Akasaka et al. 2007).

Translocacions del gen IGH amb gens dels receptors de citokines:

Un altre subgrup de partners que es juxtaposen al promotor de /GH son els gens dels

receptors de les citokines EPOR (eritropoietin receptor), CRLF2 (cytokine receptor-like

factor 2) i IL-3 (mencionat en la LLA-B amb t(5;14)(q31;932) segons la classificacié de

la WHO). Els senyals intracel-lulars que generen els receptors de citoquines son

essencials per la supervivéncia, proliferacié i diferenciacio de les HSC. Aquestes

translocacions son:

t(14;19)(q32;p13)/EPOR-IGH: implica al gen EPOR localitzat a 19p13,
sobreexpressant-lo. EPOR intervé en la formacié dels progenitors eritropoétics.
De forma normal, no s’expressa en els precursors del limfocits B, per tant
I'expressio de EPOR en la LLA-B és ectopica (Russell et al. 2009a).

t(X;14)(p22;932)/CRLF2-IGH i t(Y;14)(p11;932)/CRLF2-IGH: impliquen al gen
CRLF2 localitzat a la regié pseudoautosomica PAR1 dels cromosomes sexuals
donant lloc a dues translocacions criptiques detectables per técniques
moleculars. La translocacio no afecta a la regié codificant de CRLF2, siné a la
regio centromeérica del gen. S’han identificat també delecions intersticials de
PAR1 del(X)(p22) o del(Y)(p11) en pacients de menor edat que els que
presenten les translocacions (edat mitjana 4 vs. 16 anys). Aproximadament la
meitat dels pacients amb deleci6 de PAR1 presenten el sindrome de Down.
L’adicié d’una X o der(X), comu en les leucémies de pacients amb sindrome de
Down, o una delecié proximal a CRLF2 poden presentar-se com anomalia
afegida en els casos de translocacio. La sobreexpressio de CRLF2 intervé en
la transformaci6 limfoide en la LLA-B i s’associa a I'activacié de la via de

transducci6é de senyals JAK-STAT (Russell et al. 2009b).
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Translocacions del gen IGH amb altres partners:

o t(1;14)(921;932)/BCL9-IGH: implica el gen BCL9 (B-cell CLL/lymphoma 9).
Aquesta translocacié s’ha descrit en gairebé en tots els limfomes no Hodgkin i
en MM, pero en la LLA té punts de trencament especifics (Willis et al. 1998, per
revisio Willis i Dyer 2000). Les anomalies a 1921-25 sén un hotspot de
translocacions i duplicacions en les hemopaties malignes.

o 1(1;14)(q25;932)/LIM(Lhx4)-IGH: implica el gen de la proteina homeodomini
LIM, Lhx4, sobreexpresant-lo. Aquesta sobreexpresido podria tenir un efecte
antiapoptotic més que proliferatiu (Kawamata et al. 2002).

o 1(6;14)(p22;932)/ID4-IGH: desregula el gen ID4 (inhibitor of DNA binding 4)
codificant d’'una proteina inhibidora helix-loop-helix localitzat a 6p22, que en
sobreexpresar-se podria actuar com a oncogen. La desregulacio de /D4 no és
comu en la LLA perd si podria estar present en altres leucémies d’origen
limfoide (Bellido et al. 2003). A 6p22 i 14932 existeixen sequéncies repetitives
Alu susceptibles a errors durant la replicacido de 'ADN, que podrien afavorir la
translocacio. A aquesta translocacié poden associar-se delecions de CDKN2A
o PAX5 com a consequéencia de la formacié del i(99)(q10). Aquest grup de
pacients semblen tenir bona resposta al tractament (Russell et al. 2008).

o 1(11;14)(924;932)/miR125b-IGH: implica el microRNA miR125b-1 codificat a
11924, sobreexpressant-lo. ElI miR125b-1 promou la proliferacio i
supervivencia, perod el seu rol en la transformacié limfoide esta per determinar

(Chapiro et al. 2010; Tassano et al. 2010).

- Altres anomalies cromosomiques

Existeixen altres anomalies cromosdmiques que per si mateixes tampoc tenen
suficient entitat per ser considerades en grups independents per la WHO. Algunes
d’aquestes anomalies que no tenen un impacte pronostic definit son: del(6q), del(9p),

del(12p) i cariotip normal. El cariotip complex (amb 5 o més anomalies
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cromosomiques) mostra resultats contradictoris. Mentre que en alguns estudis no
mostra impacte clinic (Wetzler et al. 2004) en altres si sembla conferir un pitjor
pronostic (Moorman et al. 2007). L'amplificacié intracromosomica del cromosoma 21
(IAMP21) és una anomalia recurrent cada cop més frequentment (en <1% en adults i
un 2% en nens) gracies a la utilitzacié de sondes per la identificacié de la t(12;21)
(Soulier et al. 2003; per revisié Harrison 2009). Aquests pacients sén negatius per la
t(12;21) pero presenten multiples copies (3 o més) del gen AML1(RUNX1). En
metafase es mostra com un cromosoma 21 aberrant variable entre els diferents
pacients, i la totalitat pertany a material de cromosoma 21 amb les copies de RUNX1
disposades en tandem. En interfase els senyals apareixen en grup. Sembla de mal
pronostic, perd pot variar depenent de la terapia. La t(17;19)(q22;p13), variant de la

t(1;19)(g23;p13.3) és de molt mal pronostic.

1.4.2.7. Altres canvis génics i epigenétics

Les alteracions esmentades semblarien ser en molts casos insuficients per iniciar el
procés neoplasic. S6n necessaries altres mutacions submicroscopiques iniciadores de
la leucémia en gens implicats en el desenvolupament, diferenciacié i control del cicle
cel-lular del limfocit que inactiven gens com el RB (13q14), o que afecten a molécules
que intervenen en la via de P53 com delecions de CDKN2A (9p21) codificant de les
proteines p16™ * i p14*RF reguladors del cicle cel-lular. També sén importants les
delecions de PAX-5 (9p13), IKZF1 (7p12) en el 84% de les LLA amb t(9;22), i la
deleci6 de ETV6 en els casos amb t(12;21). També poden actuar mutacions
activadores com en el cas de FLT-3 present en el 15% dels reordenaments del gen
MLL o fins al 10% en casos amb HeH (per revisions: Pui et al. 2004; Harrison 2011).
Aixi mateix, el blast pot patir en el seu ADN canvis epigenétics. La LLA en nens i
adults mostra patrons de metilacié aberrants. La metilacié en els promotors de gens
reguladors resulta en la inhibicié de la transcripcié de gens supressors de tumors com

en el cas del gen CDK2NA i CDK2NB (per revisié Mrozek et al. 2009).
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1.4.2.8. Anomalies cromosomiques i pronostic

A banda de I'edat de diagnostic, el recompte de leucocits, la resposta al tractament i la
preséncia de malaltia minima residual, I'estudi citogenétic ha esdevingut un dels
factors pronodstic independent més importants en la LLA i s’utilitza en I'estratificacio del
grup de risc i tractament (WHO 2008). El pronostic de les anomalies citogenétiques

descrites en la LLA, els gens implicats i grup d’edat de desenvolupament es

resumeixen a la taula 3.

Taula 3. Anomalies cromosomiques més frequents i grups pronostic en la LLA-B. Adaptada de WHO

2008, Mrozek et al. 2009 i Harrison 2011.

Grup pronostic i

Tipus d’alteracié Anomalia cromosomica Gens implicats Grup d’edat
Bon prondstic
Translocacid criptica t(12;21)(p12;922) criptica TEL(ETV6)-AML1(RUNX1) Nens i AYAs
HeH Trisomies, 51-65 cromosomes Guanys cromosomics Nens i adults
Pronostic intermedi
Translocacié TCF3 (1;19)(q23;p13.3) TCF3-PBX1(E2A-PBX1) Tots
Delecions del(9p) CDK2NA, PAX-5... Tots
del(6q) Multiples
del(12p) ETV6
Baixa hiperdiploidia Trisomies, 47-50 cromosomes Guanys cromosomics Adults
iAMP21 der(21) Amplificacié6 RUNX1 Nens grans
Translocacions IGH t(5;14)(931;932) IL3-IGH AYAs i adults
t(14;19)(932;913) CEBPA/CEBPG-IGH
t(14;20)(932;913) CEBPB-IGH
t(8;14)(q11;932) CEBPD-IGH
t(14;14)(911;932)/inv(14)(q11932)  CEBPE-IGH
t(6;14)(p22;932) ID4-IGH
t(14;19)(932;p13) EPOR-IGH
t(X;14)(p22;932)/t(Y;14)(p11;932)  CRLF2-IGH
Cariotip complex 5 0 més anomalies Multiples Adults i nens
Cariotip normal No identificades No identificats Tots
Mal pronostic
Cromosoma Philadelphia  t(9:22)(q34;911) BCR-ABL1 Adults i nens
Translocacions MLL t(4;11)(921;923) AFF1-MLL Tots
t(11;19)(923;p13) MLLT1-MLL
t(10;11)(p13-15;923) MLLT10(AF10)-MLL
t(9;11)(p22;923) MLLT3(AF9)-MLL
Translocacié TCF3 variant 1(17;19)(q22;p13) TCF3-HLF Tots
Hipodiploidia 24-29 cromosomes Guanys cromosdmics sobre el Nens
31-39 cromosomes nombre haploide Adults
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A diferéncia dels nens, en els adults el valor prondstic de la citogenética no esta
suficientment establert. La baixa incidéncia de la LLA en I'adult i que la majoria son
Ph+, fa que la preséncia d’altres anomalies cromosomiques siguin tan poc freqliients
que és dificil fer grups de risc i el resultat entre les diferents séries és variable. La
supervivéncia global (SG) en I'adult als 5 anys del diagnostic estaria en el 30% i és
relaciona amb l'edat i les anomalies citogenétiques; els pacients Ph+ d’alt risc (més
grans) tenen una supervivéncia del 9% i els pacients amb HeH de baix risc (més joves)
del 77%. La supervivencia lliure de recaiguda (SLR) no estaria relacionada amb I'edat,
perd si amb el grup citogenétic (Moorman et al. 2007; Pullarkat et al. 2008; Moorman

et al. 2010b; per revisions: Harrison 2011; Gomez-Segui et al. 2012).

1.4.3. LEUCEMIA LIMFATICA CRONICA B

La LLC és una proliferacié limfoide clonal que es caracteritza per I'acumulacié de
limfocits B madurs a SP, MO, melsa o ganglis. En el International Workshop on
Chronic Lymphocytic Leukemia (iwCLL) (per revisié Hallek et al. 2008) es van establir
els criteris diagnostics de LLC com la preséncia d’una limfocitosi =5x10%/L limfocits B
monoclonals a SP i immunofenotip de LLC. La LLC es diferencia del limfoma de
cél-lules petites (LCP) per I'aparenca leucémica. Aquests limfocits sén petits, de nucli
rodé amb cromatina condensada sense nucléol i citoplasma escas. En la aLLC els
limfocits tenen el nucli amb fenedura i poden presentar-se fins a un 55% de
prolimfocits. Les ombres de Gumprecht s’observen habitualment en les preparacions
de SP com a restes cel*lulars.

Contrariament al que succeeix en altres leucémies o limfomes, la LLC és més una
hemopatia acumulativa de limfocits B madurs degut a senyals de supervivéncia i
antiapoptotiques que no pas proliferativa, encara que I'acumulacié de cel-lules estaria
també associada a major proliferacié del que es creia fins el moment (per revisions:

Chiorazzi et al. 2005; Zenz et al. 2010).
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El curs clinic és molt variable; des de indolent amb llarga supervivéncia fins a un curs
agressiu i refractari al tractament amb pocs mesos de vida. En els estadis inicials de la
malaltia, generalment no requereixen tractament a no ser que hi hagin evidéncies de
progressié. Encara que la LLC es considera una malaltia incurable, s’han produit
importants avencos gracies a la identificacié de les alteracions géniques i estratificacio

en grups pronodstic que impliquen 'administracié de tractaments especifics.

1.4.3.1. Epidemiologia

La LLC és la leucémia més comu dels adults en els paisos occidentals, amb una
incidéncia de 2-6/100.000 persones l'any, i representa entre el 30-40% de les
leucémies. Aquesta incidéncia s’incrementa amb l'edat arribant a 12,8/100.000
persones de 65 anys (mitjana d’edat al diagnostic). Actualment s’esta diagnosticant
cada cop amb més frequéncia en pacients més joves. La LLC té una prevalenca de

1,5-2:1 (home:dona) (WHO 2008).

1.4.3.2. Etiologia

La causa que l'origina la LLC és desconeguda pero, existeixen indicis que suggereixen
un possible origen genétic. L'aparicié de la LLC en els paisos orientals és forca rara.
Estudiant poblacions orientals que han emigrat a paisos occidentals, no sembla que
augmenti la incidéncia de la malaltia en aquestes poblacions, per tant, es podrien
descartar factors ambientals, suggerint una predisposicié genética a patir-la. També té
un component familiar. Entre el 2-5% dels pacients tenen 2 o més familiars afectes. El
risc de patir la malaltia entre els familiars de primer grau s’incrementa de 2-7 vegades.
En aquests casos de LLC familiar, esdevé un fenomen d’anticipacié on l'edat del
diagnostic s’avanga de 10-15 anys en la segona generacio (Yuille et al. 1998).

Estudis de citometria de flux indiquen que 3-12% dels individus sans presenten petites
poblacions de limfocits clonals tipus LLC en SP (Ghia et al. 2004; per revisido Rawstron

2009). Gairebé totes les LLC han passat per una fase prévia de limfocitosi B
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monoclonal (LBM).

Limfocitosi B monoclonal: segons la WHO es caracteritza per ser una expansio

clonal amb recompte de limfocits absoluts <5x10%L a SP, amb immunofenotip
especific (de LLC, alLLC o CD5-) i absencia de limfadenopaties,
organomegalies, citopénies ni simptomes relacionats (per revisié6 Shanafelt et
al. 2010). El 1-2% de les LBM evolucionen a LLC per any. La LBM podria
considerar-se un factor predisposant a la LLC (per revisié Montserrat i Moreno
2009). La incidencia es veu incrementada al 7-12% en familiars de primer grau
de pacients amb LLC (Rawstron et al. 2002a; Rawstron et al. 2002b; de Tute et
al. 2006). Mitjancant estudis d’'SNPs (single nucleotide polymosphism) s’ha
observat que determinats polimorfismes son susceptibles a desenvolupar una
LBM (Crowther-Swanepoel et al. 2010). La LBM pot presentar les mateixes
anomalies recurrents que s’observen en la LLC pero les associades a prondstic
desfavorable, com les delecions 11q i 17p, s6n molt poc frequents i amb una
proporcié de cél-lules patologiques baixa degut a que és un estadi inicial en

I'evolucié de la malaltia (per revisio Rawstron 2009).

1.4.3.3. Manifestacions cliniques

Les dades cliniques en els pacients amb LLC poden ser molt variables. Molts no

presenten simptomatologia i en molts casos el diagnodstic es fa de forma casual en una

analitica rutinaria que presenta leucocitosi i limfocitosi. Altres, poden presentar anémia,

plaguetopénia i simptomes d’asténia i cansament, anémia hemolitica autoimmune i

infeccions recurrents degudes a alteracions immunitaries, i els “simptomes B” com s6n

febre, sudoracié nocturna i pérdua de pes. També poden cursar amb esplenomegalia,

hepatomegalia i adenopaties.

1.4.3.4. Origen del limfocit B patologic i estat mutacional IGHV

L’origen del limfocit B patologic en la LLC no esta suficientment clar. Es creu que el
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limfocit que desencadena la leucémia és un limfocit madur que ha estat en contacte
amb I'antigen, perd que es diferencia per I'estat mutacional de /IGHV (preséncia o
abséncia de les hipermutacions somatiques adquirides en la maduracié) donant lloc a
les LLC amb /IGHV mutat (amb <98% d’homologia respecte la linia germinal) i les LLC
amb /GHV no-mutat (amb = 98% d’homologia) (per revisions: Chiorazzi et al. 2005;
Zenz et al. 2010).

La via d’activacié del limfocit B T-dependent (figura 15, esquerra) succeeix al centre
germinal prodiunt-se les hipermutacions somatiques de /GHV que originen els limfocits
IGHV mutats. Aquestes hipermutacions de vegades també poden afavorir
l'autoreactivitat en front a antigens dels propi cos. La hipotesi del desenvolupament
d’aquesta LLC és que si una d’aquests limfocits adquireix una alteracié genética que li
confereix avantatges o resisténcia, estara predisposat a una transformacio leucémica.
Com és un limfocit autoreactiu, I'exposicié al mateix antigen és més continuada i

podria provocar una expansio clonal del limfocit leucémic (per revisido Chiorazzi et al.

Activacié T-dependent | | Activacié T-independent |
Limfocit B verge O Limfacit B de la
zona marginal
Limfocit B
activat
Hipermutacions O
somatiques X
IGHV |
|
l ! ’
)7
1
1
1
1
\4
Limfocits B
de memoria O
Limfocits IGHV Limfocits IGHV
mutats no-mutats

Figura 15. Maduracio i origen dels limfocits B
enlaLLC.

La via d’activacio del limfocit B T-independent (figura 15, dreta) es creu que succeeix

a la zona marginal i per un mecanisme desconegut pot generar limfocits /GHV no-
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mutats. La hipotesi del desenvolupament d’aquesta LLC és que molts limfocits B IGHV
no-mutats normals produeixen anticossos capacgos d’unir-se a multiples antigens com
a primera linia de defensa i a autoantigens. De la mateixa manera que en el cas
anterior, si un d’aquests limfocits adquireix una alteracié genética podra transformar-
se. Les LLC mutades tenen una resposta baixa als estimuls que rep el BCR i més
estabilitat genética, mentre que les no-mutades responen més i sdn genéticament més

inestables.

1.4.3.5. Estadiatge

Classicament, per definir I'extensid de la malaltia aixi com per fer una primera
avaluacio del pronostic s’utilitzen els sistemes d’estadiatge descrits per Rai i Binet (Rai
et al. 1975; Binet et al. 1981) basats en la limfocitosi, adenopaties, organomegalies i
citopénies que es mostren a les taules 5 i 6, respectivament. Aquests sistemes ajuden
a decidir linici del tractament perd no sén utils per classificar els pacients en els

estadis més inicials.

Taula 5. Estadis de Rai. Taula 6. Estadis de Binet.
Estadi Afectacio Estadi Afectacio
0 Limfocitosi aillada A Limfocitosi i <3 arees afectes
| Limfocitosi + adenopaties
I Limfocitosi + hepatomegalia i/o B Limfocitosi i >3 arees afectes
esplenomegalia
il Limfocitosi + anémia c Limfocitosi + anémia i/o
v Limfocitosi + plaquetopénia plaquetopénia

En ambdds casos, I'anémia s’estableix en Hb <10 g/dL i la plaquetopénia en
<100x10%L. La classificacio de Rai contempla 5 estadis: I'estadi 0 de baix risc, | i Il de
risc intermedi, i lll i IV d’alt risc, i la de Binet 3 estadis A, Bi C, i es consideren 5 arees
d’afectacio: adenopaties cervicals i/o supraclaviculars, adenopaties axil-lars,

adenopaties inguinals, fetge i melsa.

1.4.3.6. Inmunofenotip

Els limfocits de la LLC habitualment coexpressen CD5, CD19 i CD23 (WHO 2008).
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També son positius per els marcadors CD20, CD22, CD79a i CD43 i de expressen
forma débil CD11c i IgM/IgD de superficie. Sén CD10 negatius i, CD79b i FMC7
negatius o positius débils. La poblacié de limfocits leucémics mostra clonalitat de
cadena lleugera k o A (Craig 2007). Amb I'immunofenotip es va establir un sistema de
puntuacié que diferencia la LLC d’altres tipus de SLP-B, vigent actualment (taula 7).
Amb 4-5 punts sobre 5 punts totals donen suport al diagnostic de LLC (Matutes et al.

1994; Moreau et al. 1997).

Taula 7. Sistema de puntuacié de la LLC.

Marcador Expressio Puntuacio

IgM de superficie Débil/moderada +1

CD5 Positiu +1
CD23 Positiu +1
CD79% Negatiu/débil +1
FMC7 Negatiu +1

1.4.3.7. Estudi citogenétic

El baix index mitdtic que presenten els limfocits i la preséncia d’alteracions
submicroscopiques fan que I'analisi per CC sigui en molts casos poc efectiva. Per
resoldre aquestes limitacions es fa Us de mitdgens o estimulants de limfocits B per
I'obtencié de metafases, a més d’emprar la I-FISH la qual no requereix de cél-lules en
divisio i és capacg d’identificar alteracions submicroscopiques. La facilitat en I'analisi de
cél-lules en interfase de forma rutinaria semblava deixar de banda temporalment la CC
perd recentment, la utilitzaci6 de nous mitdgens esta fent ressorgir la CC per tal

d’avaluar globalment el cariotip.

1.4.3.7.1. Técniques citogenétiques

Mitjancant la combinacio de les técniques de CC i FISH només s’observen un 15% de
casos normals. La importancia que ha recobrat el cariotip gracies a I'efectivitat actual
dels mitdgens recau en la identificacié d’alteracions géniques més enlla de les regions
analitzades en la bateria de sondes de FISH, perd la deteccid de les alteracions

submicroscopiques unicament és possible mitjangant la FISH.
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1.4.3.7.1.1. Citogenética convencional

La informacié global que proporciona la CC es veu restringida a les cél-lules en divisié.
Inicialment, els mitdbgens més utilitzats en la CC van ser el lipopolisacarid de E.Coli
(LPS), la fitohemaglutinina (PHA) i el pokeweed mitogen (PWM) perd aquests van ser
poc utils en I'estudi de les LLC ja que estimulen preferentment limfocits T. Altres
mitdgens com el virus Epstein-Barr (EBV) i el 12-O-tetradecanoyiphorbol-13-acetate
(TPA) que estimulen principalment els limfocits B van comencgar a donar bons resultats
(Callen i Ford 1983; Ross i Stockdill 1987; Juliusson et al. 1990), pero tot i aixi, de
vegades no s’obtenen metafases i si s’obtenen, algunes metafases normals també sén
producte de la divisié dels limfocits T (Losada et al. 1991). Aquests mitdgens van
permetre la deteccié d’anomalies cromosomiques en el 40-50% dels pacients amb LLC
essent la trisomia 12 I'alteracié més frequient, seguida de la delecié 13q i alhora que es
va fer una primera aproximacié del pronostic de les lesions (Juliusson et al. 1990).

Més recentment el CD40-lligand (CD40L), les IL, els oligonucleotids CpG rics en
guanines i citosines, o una combinacié d’aquests s’utilitzen per tal de rescatar els
limfocits B quiescents i activar la proliferacio per I'obtencié de metafases.

- L’estimulacié amb CD40L: indueix metafases en el 93% dels casos i es detecten
alteracions en el 89% dels casos respecte el 22% que es detecten amb métodes
convencionals, perd és de dificil d’aplicacio rutinaria (Buhmann et al. 2002; Mayr et al.
2006).

- La combinacié d’oligonucletdtids CpG i IL-2 que originalment es va concebre per
immunoterapia, ha incrementat I'obtencié de metafases en el 95-98% dels casos i les
alteracions cromosomiques s’observen en un 83% dels casos vs. el 79% dels casos
detectades per FISH. A més, identifica un 38% d’alteracions addicionals no
identificades per FISH (Dicker et al. 2006; Haferlach et al. 2007). S’ha observat que els
oligonucledtids CpG sén més efectius que la combinacié del TPA i PWM segons
alguns estudis comparatius de cultius in vitro, mentre que en altres, el TPA és superior

a I'estimulacié amb oligonucleotids CpG combinat amb IL-2 en quant a la taxa d’éxit
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del cultiu, 'obtencié de metafases i la deteccié6 d’anomalies cromosdomiques i, es

recomana la combinacio de tots tres mitdgens (Heerema et al. 2010; Wren et al. 2010).

1.4.3.7.1.2. Hibridacié in situ fluorescent interfasica

La I-FISH ha esdevingut la técnica rutinaria en el diagnostic citogenétic de la LLC ja
que a més de no necessitar cél-lules en divisid, identifica pérdues submicroscopiques
d’ADN. Habitualment es realitza en cél-lules mononuclears de SP separades per
gradient de densitat perd també es pot realitzar en cultius cellulars amb o sense
estimulacié (taula 8). Mitjancant la I-FISH es va demostrar que la incidéncia de les
aberracions géniques estava subestimada en la CC degut a: la baixa proliferacio, a
que amb la CC s’analitzen cariotips normals que poden derivar dels limfocits T i no
dels limfocits B clonals, i que algunes alteracions estan per sota de la resolucié de la
CC. En base a les dades obtingudes en la CC (Juliusson et al. 1990) i la hibridacio
genomica comparada (CGH) (Bentz et al. 1995) es va dissenyar un conjunt de sondes
especifiques de les principals anomalies en la LLC. Fent Us de la I-FISH, el 82% del
pacients mostren alteracions cromosomiques i la delecié 13914 passa a ser 'anomalia

més freqient en el 55% dels pacients, seguida de la delecié 11923 (18%), trisomia 12

Taula 8. Incidencia de les anomalies cromosomiques identificades per I-FISH en la LLC.

Anomalies cromosomiques (%)

Autors Mostra  Métode Total  del(13q14)/bi +12 del(11923) del(17p13)
Dohner et al. 2000 SP CMGD 82 55/13 16 18 7
Dewald et al. 2003 SP/MO  CMGD 77 56/19 18 11 5
Aoun et al. 2004 SP/MO C- 72 46/14 21 7 3
Sindelarova et al. 2005 SP/MO C- 70 54/0 16 12 16
Glassman i Hayes 2005 MO CLPS 64 40/ND 11 23 12
Dicker et al. 2006 SP/MO  CMGD 79 64/7 13 15 5
Reddy 2006 ND ND 68 46/7 20 5 3
Stilgenbauer et al. 2007 SP CMGD 92 61/20 22 22 2
Haferlach et al. 2007 SP/MO  CMGD 78 57/15 14 12 7

SP sang periférica; MO, medul-la ossia; CMGD, cél-lules mononuclears separades per gradient de densitat; C-,

cultiu sense estimulants; CLPS, cultiu estimulat amb lipopolisacarid; ND, no disponible.
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(16%), delecié 17p13 (7%) i delecié 6921 (6%) (Dohner et al. 2000). La freqiéncia de
cada alteracié varia segons els diferents estudis realitzats possiblement degut a
diferencies entre les séries o0 a la metodologia emprada (taula 8).

Amb la I-FISH, >50% dels casos andmals presenten una Unica anomalia, entre el 20-
30% dues anomalies i un 10% tres o més (Dohner et al. 2000; Dewald et al. 2003).
Dohner et al. van correlacionar aquests resultats citogenétics amb les dades cliniques
donant lloc a 5 categories pronostiques sent la del(13g14) l'alteracié de millor pronostic
i la del(17p13) la de pitjor pronostic, fent de la citogenética un dels factors pronostic

independents més importants.

1.4.3.7.2. Alteracions cromosomiques
Les trisomies 12, 3, 18 i 19 i les pérdues dels cromosomes X i Y son les alteracions
numeériques més frequents, aixi com les pérdues de material en 13q i 11q i

translocacions i cariotips complexes.

1.4.3.7.2.1. Delecio 13q14

Encara que la pérdua de 13914 no és una anomalia especifica de la LLC, és
'anomalia génica més frequent, s’observa en el 55% dels pacients (Dohner et al.
2000). La identificacié d’un gen candidat desregulat com a consequiéncia de la pérdua
a 13q14 ha estat controvertit. En un primer moment es va pensar en el RB pero va ser
descartat com a principal mecanisme patogeénic i la delecidé es va situar en una regio
rica en sequéncies repetitives ALU susceptibles a inestabilitat cromosomica,
centromérica a D135S272 (figura 16) (Corcoran et al. 1998; Bullrich et al. 2001). La
regid minima delecionada és de 30kb i conté el gen DLEUZ2 (deleted in lymphocytic
leukemia 2) , el cluster de miRNAs miR-15a/16-1 i el primer ex6 de gen DLEU1 (figura

16).
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Figura 16. Mapa de la regié cromosomica 13q14.

Els miR-15a i mi-R16-1 en DLEUZ2, son delecionats o amb baixa expressioé fruit de la
pérdua de material a 13914 en la LLC (Calin et al. 2002), suggerint que la deleci6 de
miR-15a/16-1 és suficient per iniciar el procés leucemic a més d’altres gens que
puguin contribuir al desenvolupament de la malaltia. Estudis de miRNAs semblen
mostrar perfils especifics en la LLC (Visone et al. 2009). El cluster miR-15a/16-1
intervé en funcions de creixement, control del cicle cel-lular i apoptosi, perd el paper
concret que juga en la LLC no esta ben definit. La pérdua d’aquests miRNAs regularia
'expressio de BCL2, gen antiapoptotic que es troba altament expressat en la LLC
(Dicker et al. 2006). Recentment pero, s’ha descrit un cas de LLC familiar on la delecio
només afecta al gen DLEU7 mapat telomeéric a D13S25 (Mertens i Stilgenbauer 2012).

Existeix una gran varietat en el tipus de delecié 13q:

- Nombre d’al-lels delecionats:

La delecié 13q s’observa principalment en heterozigosi o monoal-lélica, perd també es
pot presentar en homozigosi o bial-lélica, o concomitant mono/bial-lélica. La delecio
bial-lélica representa el 18-30% de les delecions de 13914 i s’observa en el 15% de les
LLC (Haferlach et al. 2007; Garg et al. 2012; Puiggros et al. 2013). Estudis seriats en
el diagnodstic i durant el seguiment de la malaltia suggereixen que la delecid
monoal-lélica succeeix com a primer esdeveniment i que posteriorment es dona la

delecié de la segona copia de 13q14 en un estadi més evolucionat (Shanafelt et al.
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2006; Stilgenbauer et al. 2007). Els pacients amb del(13q14) monoal-lélica mostren
una cinética de creixement limfocitari més lenta que en la delecio bial-lélica suggerint
un efecte de dosi génica. L’adquisicié de la del(13g14) bial-lélica durant I'evolucio
clonal de la LLC, és compatible amb una combinaci6 de mecanismes genétics i

epigenétics (Mertens et al. 2006).

- Mida de la delecio:

En la majoria dels casos la delecio és criptica només detectable per FISH (Stockero et
al. 2006) perd en altres pot detectar-se per CC. Estudis d’'SNPs descriuen una gran
varietat en la mida de la delecié 13914, establint dos subtipus de delecions: les de
tipus | que impliquen DLEUZ i miR15-a/16-1 observada en el 60% dels casos, i les
delecions de tipus Il més extenses amb pérdua del gen RB en el 40% dels casos

(Ouillette et al. 2008; Mosca et al. 2010; Parker et al. 2011).

- Associada a translocacio:

En alguns casos la delecié és deguda a translocaci6 (Gardiner et al. 1997; Struski et
al. 2007). Les translocacions implicant a 13q14 s’observen en freqliéncies variables (7-
16%) i sovint emmascaren una pérdua submicroscopica de material (Mayr et al. 2006;

Haferlach et al. 2007; Wren et al. 2010). En la LLC, la majoria dels casos de

Taula 9. Translocacions equilibrades de 13914 descrites en la LLC.
Gardiner et al. 1997 Hamblin et al. 1999 | Mayr et al. 2006

Dicker et al. 2006 | Wren et al. 2010

t(1;13)(p34;q14)
t(2;13)(935;q14)
t(4;13)(p15;914)
t(4;13)(935;914)
t(6;13)(p23;q14)
t(7;13)(p22;914)
t(8;13)(q11;q14)
t(8;13)q24;q14)
t(9;13)(p11;914)
(9;13)(922;q14)
t(13;22)(q14;913)
t(10;13)(p15;914)

1(10;13)(q26;q14)
1(12;13)(p11;914)
1(12;13)(q15;914)
1(13;13)(q14;922)
1(13;13)(q14;932)
1(13;14)(q14;q924)
1(13;16)(q14;924)
t(13;17)(q14;p11)
1(13;18)(q14;p11)
1(13;18)(q14;923)
1(13;20)(q14;q11)

1(9;13)(p11;q14)
1(13;13)(q14;922)
1(13;14)(q14;925)
t(13;17)(q14;911)
1(13;18)(q14;p11)
1(13;20)(q14;911)

t(13;14)(q14;932)
t(5;13)(q32;q14)
£(8;13)(q12;q14)

t(10;13)(q24;q914)

t(2;13)(935;914)
(3;13)(p21;914)
1(8;13)(p21;914)
t(13;14)(q14;932)
t(13;15)(q14;924)
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translocaciéo amb implicacié de 13914 sén esporadiques, exceptuant per el moment la
t(10;13)(g24;914)/HOX11, que no es considera recurrent perd s’ha trobat en més d’un
pacient (Dicker et al. 2006). Aquesta banda és susceptible a translocar-se amb
multiples partners com en el cas del gen MLL en la LAM. Algunes de les

translocacions 13q equilibrades es mostren a la taula 9.

- Prondstic:

En estudis inicials, els pacients amb 13- com a unica alteraci6 mostraven bon
pronostic, generalment superior al casos normals amb una SG de 133 mesos (Dohner
et al. 2000). Respecte a la zigositat, alguns autors no observen diferéncies en quant a
la supervivencia (Van Dyke et al. 2010; Dal Bo et al. 2011), perd en altres estudis
s’observa que la delecié bial-lélica és de major agressivitat i progressido que la
monoal-lélica (Dewald et al. 2003; Chena et al. 2008). Respecte la mida de la delecio,
les delecions de tipus Il més extenses amb pérdua del gen RB s’associen a major risc
de progressio de la malaltia que les de tipus | (Ouillette et al. 2008; Mosca et al. 2010;
Parker et al. 2011). Altres estudis no relacionen I'efecte advers de la mida de la regié
delecionada, si no en la mida de la clona tumoral. Recentment esta cobrant
importancia clinica el percentatge de ceél-lules aberrants (Catovsky et al. 2004).
Diferents estudis demostren que pacients amb un alt percentatge de cél-lules amb
delecio 13qg- (65%-80%) tenen una evolucidé pitjor que la dels pacients amb FISH
normal o +12 i similar als pacients 11g-, cursant amb més agressivitat. En canvi, els
pacients amb menys carrega tumoral de cel-lules 13qg- tenen millor prondstic que els
pacients de FISH normal (Hernandez et al. 2009; Van Dyke et al. 2010; Dal Bo et al.
2011). Combinant la carrega tumoral i la mida de la delecid, Dal Bo et al. (2011)
observen que els casos amb <70% de ceél-lules andmales i sense pérdua del RB tenen
molt bon pronostic, mentre que els que perden el RB o tenen més dels 70% de
cél-lules delecionades i/o pérdua del RB presenten una supervivéncia lliure de

tractament (SLT) inferior.
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1.4.3.7.2.2. Trisomia 12

Estudis inicials de CC i de I-FISH determinaven que aquesta alteracid6 numeérica era
'anomalia més frequient en la LLC (Juliusson et al. 1990; Losada et al. 1991), perd es
va rellevar a la segona posicié per darrera de la delecié 13q (Dohner et al. 2000). Entre
el 15-20% dels pacients de LLC presenten +12. Es predominant en la aLLC que
presenta limfocits de morfologia atipica de nucli amb fenedura i cromatina en cumuls,
amb preséncia de prolimfocits i expressio incrementada dels marcadors IgM de
superficie i FMC7 (Hjalmar et al. 2000). Estudis de FISH mostren que es pot adquirir
durant el seguiment, i que en casos de progressié apareixen expansions de la clona
trisobmica. A més, l'adquisici6 de +12 es podria relacionar amb transformacié a
sindrome de Richter (Hjalmar et al. 2001). La reqi6 critica involucrada en la patogenesi
de la LLC amb trisomia 12 es desconeix degut a que rarament s’identifiquen trisomies
parcials. Les bandes cromosomiques 12q13-q22 semblen ser la regid minima
duplicada equivalent a la trisomia completa i inclou els gens GL/ i MDM2, aquest ultim
codificant d’'una proteina d’unié i inactivacié de P53 (Chena et al. 2000).

- Pronostic: Estudis inicials atorgaven un pronostic intermedi amb una SG de 114
mesos. En estudis més recents, encara que aquests pacients tenen una supervivéncia

lliure de progressio més curta, la SG és molt favorable (per revisioé Zenz et al. 2011).

1.4.3.7.2.3. Delecié 11g23(ATM)

La delecié 11923 s’identifica en el 18% dels casos amb LLC, sovint en pacients més
joves que la mitjana, presentant importants adenopaties i rapida progressid. Les
delecions de 11q s’observen freqlientment en altres tipus de leucémies; en la LLC,
afecta a una regié consens minima on es localitza el gen ATM (Ataxia telangiectasia
mutated) i en alguns casos és criptica. En 1/3 part dels casos, va acompanyada de
mutacions del gen ATM en l'altre al-lel, produint-se una inactivacio bial-lélica del gen.
ATM és una proteina d’activitat cinasa amb un paper en la reparacié dels danys de

I’ADN, induible per trencaments cromosdmics de doble cadena que succeeixen de
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forma espontania o per I'exposicio a agents genotoxics (figura 17). L'ATM protegeix la
integritat de '’ADN via P53, aturant el cicle cel-lular, activant les vies de reparaci6 de
I’ADN, i si el dany causat és irreparable, induint I'apoptosi (Stankovic et al. 2002; per
revisio Zenz et al. 2010). A més fosforila altres proteines com MDM2, regulador de
P53. La inactivacié d’ATM provoca una disfuncié de la via P53 (Eclache et al. 2004).
Les delecions d’ATM rarament s’associen a translocacio (Mayr et al. 2006; Dicker et al.

2006; Herholz et al. 2007).
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Figura 17. Via de resposta al dany de I'ADN mediada
per ATM i p53.

- Prondstic: generalment els pacients presenten una SG curta (79 mesos) perd a més,
un percentatge >40% de cél-lules 11g- s’associa a pitjor supervivéncia (Hernandez et
al. 2011). Els pacients amb la deleci6 11923 i mutacions dATM tenen una SG més
curta que els que unicament presenten la delecié. S’ha descrit que pacients amb
mutacions d’ATM estan associats a /IGHV no-mutats (Austen et al. 2005; per revisio
Schnaiter et al. 2011). Els tractaments actuals amb fludarabina + ciclofosfamida +
rituximab semblen ser particularment beneficiosos en aquests pacients millorant el

pronostic (Hallek et al. 2010; per revisié Zenz et al. 2011).
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1.4.3.7.2.4. Deleci6é 17p13(P53)

La delecié de 17p13 produeix la pérdua del gen supressor de tumors P53 (tumor
protein 53, TP53). La funcié d’aquest gen és aturar el cicle cel-lular i induir 'apoptosi.
Es troba present en el 3-8% de pacients al diagnostic, perd la incidéncia pot
incrementar-se fins el 30% en recaiguda. Generalment, la delecié de P53 és deguda a
la pérdua total del bra¢ curt del cromosoma 17 com Uunica anomalia o per
translocacions no equilibrades com el dic(17;18)(p11.2;p11.2) (Espinet et al. 2000;
Fink et al. 2006; Mayr et al. 2006; Woyach et al. 2010). Aquesta darrera és una
anomalia recurrent en la LLC que s’associa a cariotip complex, aixi com la trisomia 12 i
IGHV no-mutat i, es de rapida evolucié. Entre 17p10~17p12 s’han descrit punts calents
de trencament de 'ADN amb regions riques en LCR (low copy repeats). Les LCR soén
regions repetides de 10-400Kb amb el 95-97% d’homologia entre elles que tendeixen a
situar-se en zones centromériques i telomériques. Les LCR palindromiques son
propenses a formar bucles en 'ADN que per errors d’alineacié durant la replicacio,
poden donar lloc a recombinacions intracromosomiques com en el cas del
isocromosoma 17, o entre cromosomes no homolegs com el dicéntric (17;18) (Fink et
al. 2006).

- Anomalies associades: els casos amb delecido de P53 acostumen a presentar alta

inestabilitat cromosdmica o un cariotip complex, fent pensar en altres possibles
candidats addicionals responsables de la patologia. Mitjancant estudis de CGH arrays
s’observen altres anomalies associades com I'amplificacié de 2p, la delecié a 6q, 18p i
20p (Rudenko et al. 2008).

- Via de resposta al dany: la proteina p53 té un paper central en aquesta via (figura

17). El dany en ’ADN és reconegut per ATM i p53 s’activa. En aquest moment p53 pot
aturar el cicle cellular per tal de reparar ’ADN a través de la proteina p21 o induir
I'apoptosi a través de PUMA/BAX. A més, p53 és regulada negativament per MDM2 la
qual, en abséncia de dany, degrada p53 permetent que el cicle cel-lular avanci.

Recentment s’ha observat que pacients amb delecié/mutaci6 de P53 tenen baixa
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expressié del miR-34a (mapat a 1p36) i es relaciona amb la inactivacio de la resposta
al dany de 'ADN via p53, resisténcia al tractament i evasié de I'apoptosi. Inclus els
pacients sense anomalies de P53 pero refractaris al tractament mostren nivells baixos
de miR-34a (Zenz et al. 2009a; Zenz et al. 2009b). Sera important discernir el paper
dels miRNAs particularment en els que sén dependents de la via p53 (Zenz i
Stilgenbauer 2010; Zenz et al. 2010).

- Prondstic: els pacients amb 17p- tenen un prondstic desfavorable amb una SG de 32
mesos (Dohner et al. 2000) pero I'evolucié d’aquests pacients s’ha vist modulada en
funcié de la mida de la clona tumoral i la preséncia de mutacions de TP53 de l'altre
al-lel.

- Mida de la clona tumoral: s’ha observat que els pacients que per |-FISH

presenten >20% de cél-lules delecionades mostren una evoluci6 més desfavorable
que els que tenen la delecié en el 5-20% (Catovsky et al. 2004; Catovsky et al. 2007;
Rudenko et al. 2008). Altres estudis corroboren aquests resultats i mostren que els
pacients amb >25% de cél-lules anomales i que la delecié sigui adquirida durant el
curs de la malaltia té pitjor prondstic que si és de novo i present en <25% de cél-lules
(Delgado et al. 2012).

- Mutacions en l'altre al'lel: altres autors assenyalen que més que la mida de la

clona tumoral, les mutacions en laltre al-lel sé6n les responsables de I'evolucié
(Rudenko et al. 2008). En un 80-90% dels casos, la delecié a 17p es presenta amb
mutacions de TP53 de la copia restant (per revisié Zenz et al. 2011). El mal prondstic
es consequéncia de la inactivaciéo completa de la via supressora de tumors, per delecié
d'un al-lel més mutacié en I'altre allel. Un 4-15% dels pacients no tractats en estadis
inicials de la malatia presenten mutacions de TP53, associant-se a mal pronostic i a
alteracions genétiques de major complexitat. Durant el tractament, hi ha una seleccié
clonal de les cél-lules que també presenten mutacions de TP53 i en estudis posteriors
al tractament, s’observa un increment de cél-lules amb delecié i mutacions de TP53

(Zenz et al. 2008). La supervivéncia en els 3 grups de pacients amb: del(17p13) com a
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Unica anomalia, només mutacions de TP53, i del(17p13) més mutacions de TP53 és
similar, essent baixa (per revisido Zenz et al. 2011). Probablement, algunes mutacions
de P53 tenen una activitat oncogénica per si mateixes i participen activament en la
transformacié (Soussi i Lozano 2005).

- Resisténcia al tractament: P53 es troba inactiu en el 50% de cancers humans i la

proteina p53 és essencial per la cél-lula en la resposta a genotoxics, d’aqui que les
alteracions de P53 sén un component important en la resisténcia a la terapia. Es de
vital importancia en la LLC la identificacié6 de la deleci6 17p13 degut al seu mal
pronostic i a la refractarietat als tractaments convencionals amb analegs de purines
com la fludarabina, de gran eficacia en altres LLC i sindromes limfoproliferatives
(Dohner et al. 1995), i a agents alquilants o anticossos monoclonals com anti-CD20
Rituximab (Byrd et al. 2003). La combinacié de quimioimmunoterapia fludarabina -
ciclofostamida - rituximab sembla millorar en part el curs d’aquests pacients (Hallek et
al. 2010; Delgado et al. 2012) pero altres tractaments alternatius com I'anticos anti-
CD52 Alemtuzumab (Campath) semblen tenir els millors resultats en pacients 17p-
refractaris al tractament arribant a la remissio completa (Stilgenbauer i Dohner 2002;
Zenz et al. 2009). Son necessaris altres tractaments que actuin independentment de la
via de p53 i s’ha de considerar el transplantament al-logénic en aquests casos
refractaris (Mougalian i O'Brien 2011; per revisié Zenz et al. 2011).

- Evoluci¢: al voltant del 13% dels pacients de LLC evolucionen i es transformen a
limfoma difus de cél-lula gran per un procés anomenat Sindrome de Richter. Es dona
una transformacidé agressiva de rapida progressidé i pronostic desfavorable amb
supervivencia mitjana de 12 mesos (per revisié Montserrat i Moreno 2009). El 60% de
sindromes de Richter tenen anomalies al gen TP53 (Chena et al. 2002). Les
translocacions de 14932 i determinats reordenaments de IGHV també s’associen en

més freqléncia.
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1.4.3.7.2.5. Translocacions

Combinant les técniques de CC i FISH s’identifiquen translocacions en el 34-42% dels
casos i poden ser tant equilibrades com no equilibrades. Sovint les translocacions
involucren a 13q14 i 17p13 amb l'aparicié6 de delecions submicroscopiques com a
consequéncia dels trencaments (Mayr et al. 2006; Van Den Neste et al. 2007). A
diferéncia d’altres leucémies, les translocacions equilibrades recurrents sén rares en la
LLC i les que impliquen el gen IGH s6n molt poc freqlients, i en cas de ser observades,
s’ha de reconsiderar si el diagnostic és de LLC o tractar-se d’'una altra neoplasia
limfoide amb expressio periférica (per revisid Stilgenbauer i Dohner 2004). Dins
d'aquestes darreres, les més freqlents sén la t(14;18)(g32;921)/BCL2 i la
t(14;19)(932;913)/BCL3 que es pot observar en un subtipus de aLLC de curs agressiu.
Aquestes dues translocacions presenten punts de trencament diferents respecte el
limfoma fol-licular i la LLA-B. S’han descrit també translocacions variants de BCL2 amb
els locus de les cadenes lleugeres IGL localitzats en els cromosomes 2 i 22 (Haferlach
et al. 2007). Les translocacions dels gens IGH i IGL es produeixen per errors durant
els processos de recombinacié dels segments VDJ o switch.

- Pronostic: acostumen a presentar una SG inferior que els pacients q no presenten

translocacions (Mayr et al. 2006; Van Den Neste et al. 2007).

1.4.3.7.2.6. Evolucié clonal

L’evolucié clonal o adquisicié de noves lesions cromosdmiques durant el curs de la
malaltia és deguda a una seleccid clonal de cél-lules tumorals resistents al tractament.
En un primer moment, es creia que era poc freqient degut al baix nombre d’estudis
realitzats. Més recentment, mitjangant estudis de FISH en diferents moments de la
malaltia, s’ha observat que el 27% dels pacients amb més de 5 anys de seguiment
adquireixen alteracions cromosomiques com: delecions 13q monoal-leliques, evolucio
a 13g- bial-lélica, 17p-, 6g-, 11g-, i guanys de 8q, mentre que I'estat mutacional /IGHV

roman estable com en el diagnostic (Shanafelt et al. 2006; Stilgenbauer et al. 2007).

62



Introduccio

Els casos amb IGHV mutats sén més propensos a adquirir alteracions de pronostic
favorable (13g-), mentre que en els IGHV no-mutats adquireixen alteracions de
pronostic desfavorable (17p- i 11g-). A més, els casos amb positivitat del marcador
ZAP-70 (z-chain associated protein 70kDa) tenen més tendéncia a I'evolucié clonal.
També es poden observar variacions significatives en el percentatge de cél-lules
anoOmales respecte al diagnodstic, com increment o disminucié de la poblacié clonal o
la desaparici6 de la clona tumoral en els pacients tractats. Els estudis de I-FISH
avaluant la importancia del percentatge de cél-lules tumorals andmales sén cada cop
meés habituals, i s’ha establert que determinats percentatges de ceél-lules anomales

indiquen diferents estadis evolutius (Catovsky et al. 2004).

1.4.3.8. Factors pronostic

La supervivéncia mitjana dels pacients amb LLC és de 10 anys. S’associen a mal
pronéstic diferents parametres clinics com: els estadis IlI-IV de Rai o C de Binet, un
temps de duplicacio limfocitari <12 mesos o un patré difus en MO, parametres sérics
com: la B,-microglobulina elevada o una timidina cinasa elevada, i factors genétics
com algunes alteracions citogenétiques, I'estat i reordenaments de IGHV, I'expressio
de CD38 i ZAP-70 (Mougalian i O'Brien 2011).

e Anomalies citogenétiques

Les alteracions cromosomiques identificades per I-FISH sén un factor pronostic
independent predictiu de progressid, supervivéncia i resposta al tractament des que a
'any 2000 Doéhner et al. van proposar un model jerarquic basat en les categories
citogenétiques 17p-, 11g-, +12, cariotip normal i 13q- com anomalia unica (figura 18).
La SG per a cada categoria es va estimar en 32 mesos, 79 mesos, 114 mesos, 111
mesos i 133 mesos, respectivament. Les delecions 11q i 17p van mostrar més signes
de progressio, i aquesta ultima amb una SLT més curta (figura 18, dreta), i la delecid

13q amb una SG més llarga (figura 18, esquerra) (Dohner et al. 2000).

63



Introduccio

Tl

Patients Surviving (%)

Paisrts Vi bisd |

T T T T T T T T (14 -
0 §F 3 O3 4 &0 7 B B 0B 130 137 144 18 bR T8O 0 i I 3 45 B0 TI B4 B8 905 20 132 144 158 83 180
Mortha hantn

Figura 18. Corbes de supervivéncia i tractament en la LLC (D6hner et al. 2000).

Tot i aixi, altres factors ja mencionats com la proporcié de cél-lules tumorals, la mida
de la delecio, etc, estan cobrant valor pronostic en l'actualitat i, I'evolucié clonal s’ha
considerat com un factor pronodstic independent. A més, pacients amb I-FISH normal
de pronostic relativament favorable, poden presentar altres alteracions en el cariotip
conferint un pitjor pronostic (Rigolin et al. 2012). L’aveng dels nous tractaentd estan
igaulant el curs clinic de les diferents categories citogenétiques, a excepcié de la
delecio TP53.

e Estat mutacional /IGHV i reordenaments VDJ

L’estat mutacional /IGHV és un dels factors pronostic més importants en la LLC ja que
defineixen dues entitats bioldgiques amb comportaments clinics ben diferenciats. Els
casos IGVH no-mutats s’associen a progressio de la malaltia i tenen una supervivéncia
curta de 79 mesos, en canvi els mutats tenen una progressio lenta i una supervivencia

de 152 mesos (Hamblin et al. 1999; Krober et al. 2002).

- Relaci6 entre I'estat mutacional i les alteracions cromosomiques

S’ha correlacionat I'estat mutacional amb les anomalies cromosomiques identificades
per I-FISH. Les alteracions de prondstic desfavorable 17p- i 11g- apareixen casi
exclusivament en els casos no-mutats mentre que les alteracions de prondstic

favorable 13g- es troben en més freqiiéncia en els casos mutats (taula 10) (Krober et
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al. 2002). En ambdos grups, la incidéncia d’anomalies és similar perd es detecten

aberracions més complexes en els no-mutats (Karhu et al. 2003).

Taula 10. Alteracions cromosodmiques en relacié a I'estat mutacional IGHV
en la LLC (Kober et al. 2002).

Alteracié Mutat No-mutat
(44%) (56%)
Clonals 80% 84%
del(13q14) 65% 48%
del(13qg14) unica 50% 26%
+12 15% 19%
del(11923) 4% 27%
del(17p13) 3% 10%
del(17p13) o del(11g23) 7% 35%

Les translocacions (basicament les no equilibrades) s’associen a IGHV no-mutats, i les
translocacions equilibrades i cariotips amb 3 o més alteracions que s’associen a
I'expressio de CD38, de mal pronostic (Dicker et al. 2006; Haferlach et al. 2007).

Els reordenaments dels segments VDJ del gen IGH que es troben en els pacients amb
LLC soén diferents als que es troben en una persona sana. Donada la gran possibilitat
de combinacions dels segments, no seria esperat trobar dos casos estructuralment
semblants pero, els BCR de diferents pacients sén de vegades estructures molt
similars (per revisié Chiorazzi et al. 2005). El segment V1-69 és més freqlient en les
LLC no-mutades i el V4-34 és el més comu en les mutades (per revisiéo Shanafelt et al.
2010). En quant a la preséncia en linia germinal del V3-21 s’ha aboservat que
confereix per si mateix un pronostic desfavorable independent de I'estat mutacional del
gen IGHV (per revisié Montserrat i Moreno 2009).

e Marcadors tumorals CD38 i ZAP-70 i relacié6 amb I'estat mutacional IGHV

CD38 és un marcador indicador d’activacio i proliferacié, i ZAP-70 és un marcador del
limfocit T que rarament es presenta en cél-lules B normals perd que apareix en
limfocits B de la LLC. L’expressié de CD38 >30% o de ZAP-70 >20% s’associen a mal
pronodstic (Mougalian i O’Brien 2011). Una expressi6 elevada de ZAP-70 s’associa a
major inestabilitat cromosdmica i major risc d’evolucionar amb un curs més agressiu

(Shanafelt et al. 2006; Stilgenbauer et al. 2007). Kréber et al. van comparar I'estat
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mutacional amb I'expressié del marcador CD38 i s’observa que I'elevada expressié de
CD38 es correlaciona amb /GHV no-mutats i la baixa expressié de CD38 amb IGHV
mutats, perd amb discrepancies en una tercera part dels casos possiblement degut a
canvis d’expressi6 de CD38 durant el curs de la malaltia (Krober et al. 2002).
L’expressié de ZAP-70 i CD38 s’ha relacionat també amb I'estat mutacional IGHV i
s’han observat dos grups amb diferent curs clinic. Els pacients amb IGHV no-mutat,
CD38+ o ZAP-70+ tenen una evolucié molt agressiva, mentre que els pacients amb
IGHV mutat, CD38- o ZAP-70- tenen una evolucio indolent (per revisions: Chiorazzi et

al. 2005; Schnaiter et al. 2011).

1.4.4. NEOPLASIES DE CEL-LULES PLASMATIQUES

Dins la classificacio de les neoplasies de CP es troba la gammapatia monoclonal de
significat incert (GMSI) de la qual es fa menci6 breument, i el mieloma de CP o

mieloma multiple (MM) que es tracta en detall, entre altres.

1.4.4.1. GAMMAPATIA MONOCLONAL DE SIGNIFICAT INCERT

La GMSI és una neoplasia de CP que es caracteritza per la preséncia de proteina M
(també anomenada paraproteina o proteina monoclonal) en serum <30g/L, <10% de
CP en MO i abséncia simptomes relacionats amb danys organic o tissular “CRAB”
hipercalcémia, insuficiéncia renal, anémia i lesions 0ssies (bone lessions). El risc de
progressié a altres hemopaties en els pacients amb GMSI és del 1% per any i la
tercera part progressen a MM. Es considera com una entitat prévia al MM (Landgren et
al. 2009b). L’existéncia de les paraproteines IgG i IgA indiquen un risc de progressio a
MM. La preséncia de la paraproteina IgM rarament s’associa a la transformacié a MM
perd, s’associa a la macroglobulinemia de Waldenstrom i altres processos

limfoproliferatius. Habitualment les GMSI mostren un cariotip normal, perd per FISH
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s’identifiquen les mateixes alteracions que en el MM encara que en menor proporcié

(Avet-Loiseau et al. 1999c).

1.4.4.2. MIELOMA MULTIPLE

El MM és una neoplasia de CP monoclonals en la MO associada a nivells elevats de
paraproteina en sérum o orina. Es pot manifestar de forma asimptomatica o amb un
curs agressiu degut a diposits de cadenes de les Ig en drgans i teixits. Els criteris
diagnostics del MM simptomatic s’estableixen per la preséncia de >10% de CP clonals
en MO, proteina M en sérum >30g/L 1gG o >25g/L IgA, o >1g/24h en orina, i signes
relacionats amb dany organic o tissular “CRAB” (WHO 2008; Dimopoulos et al. 2011).
La CP acostuma a ser gran, oval, amb nucli rodé excentric de cromatina en “roda de
carro” sense nucléol i citoplasma abundant basofil. La cél-lula tumoral deriva de la CP
de llarga vida que ja ha passat pel centre germinal i patit les hipermutacions
somatiques i canvi d’isotip o switch, mecanismes considerats normals.

Segons la classificacié de la WHO, el mieloma de CP se situa dins les neoplasies de
CP, i dins s’aquest s’identifiquen les variants: simptomatica (o MM), MM quiescent o
asimptomatic (MMA), MM no-secretor i la leucémia de CP (LCP).

S’han descrit casos de MM amb coexisténcia d’altres hemopaties malignes com la LLC
(Chang et al. 2004b), aixi com amb sindromes mielodisplasiques (SMD) i LAM
ambdues relacionades amb el tractament. La identificacié de les alteracions del(13q)
com unica anomalia, i delecions o0 monosomies dels cromosomes 5 o 7 entre d’altres,
han de suggerir la preséncia d’'una SMD secundaria al tractament (Dewald et al. 1985;

Slovak et al. 2005).

1.4.4.2.1. Epidemiologia
El MM representa el 10-15% de les neoplasies hematologiques, essent la segona més

freqlient en Estats Units i Europa, amb una incidéncia de 4/100.000 habitants i 20.000
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casos nous per any. Es una malaltia més comu en homes que en dones (1,4:1), més
freqUent en afroamericans i menys en asiatics (WHO 2008; Landgren i Weiss 2009).
Es una patologia d’edat avangada amb una edat mitjana de presentacié de 67 anys

(Blade et al. 2010; per revisié Slovak 2011).

1.4.4.2.2. Etiologia

La causa que origina el MM es desconeix, perd en part s'associa a factors genétics i
familiars. Tenir antecedents familiars de neoplasies limfoproliferatives fan augmentar el
risc de patir el MM i és 3,7 vegades superior entre parents de primer grau. Altres
estudis en bessons amb MM suggereixen I'existéncia de factors genétics importants en
I'etiologia del mieloma (Lynch et al. 2001). Com s’ha mencionat, la GMSI es pot
cosiderar una fase prévia al MM. Algunes estimulacions antigéniques croniques per
infeccions o0 exposicions a substancies toxiques com pesticides o radiacions s’han

associat al desenvolupament del mieloma (Landgren et al. 2009a).

1.4.4.2.3. Manifestacions cliniques

- MM: es manifesta per dany organic “CRAB”. La majoria dels casos al diagnostic
presenten fractures o osteoporosi causat per la hipercalcémia. La insuficiéncia renal es
deu a la proteinuria de cadenes lleugeres i 'anémia apareix per la substitucid de la
cel-lularitat normal en la MO. Requereix de tractament immediat. El International
Myeloma Working Group (IMWG) estableix els criteris dels diferents estadis del
mieloma (Dimopoulos et al. 2011).

- MMA: aquesta variant presenta >30g/L de paraproteina en sérum i/o >10% de CP en
MO i abséncia de signes “CRAB”. També és considerat una fase premaligna del MM i
el risc de progressio a MM és del 10% (per revisio Kyle et al. 2010).

- MM _no-secretor. es caracteritza per la incapacitat de secretar les Ig. La majoria

presenten proteina M citoplasmatica, pero alguns no la sintetitzen.

- LCP: és la neoplasia de CP de curs agressiu i curta supervivéncia que presenta
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>2x10%/mL de CP en SP i representen el 20% dels leucocits. Els MM IgD i IgE tenen
més tendéncia a la leucemitzacié. La simptomatologia és semblant al MM perd sén
menys freqlents les lesions oOssies i més sovint apareixen adenopaties,

organomegalies i insuficiencia renal.

Els 60% dels mielomes presenten paraproteina 1gG, el 24% IgA, el 11% només
produeixen cadena lleugera, el 3% IgD i un 2% soén d’altres isotips 0 s6n biclonals
(taula 11). L'isotip IgG és més freqlient entre els mielomes sense translocacions
cromosomiques. Els mielomes amb paraproteina IgA presenten amb més freqiiéncia la
t(4;14)(p16;932) i els IgD, IgE, i IgM la t(11;14)(q13;932). Els reordenaments dels
segments VDJ més freqlents en les CP normals soén el V3-30 i V3-23. En les CP
tumorals també son preferentment el V3-30 i V3-23, i el V5-51 i V1-69 (per revisio

Gonzalez et al. 2007).

Taula 11. Paraproteines i caracteristiques associades en les neoplasies de CP i
reordenaments VDJ més freqiients.

Cadena
IgG IgA IgD IgE IgM lleugera
Freqgiiéncia 60% 24% 3% 1% 1% 11%
Progressio x x
GMSI-MM
Progressi6 x X
MM-LCP
Translocacions t(4:14)  t(11;14)  t(11:14)  t(11;14)
Reordenaments VDJ
CP normals V3-30 V3-23
CP tumorals V3-30 V3-23 V5-51 V1-69

1.4.4.2.4. Inmunofenotip
Les CP tumorals son CD138+, CD38+ débil, CD19- i CD56+/-. L’expressié de CD19

s’associa a CP reactives i el CD56- és més freqient en la LCP.
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1.4.4.2.5. Mecanisme oncogénic

La transformacié a MM és un procés multifasic on es troben dues entitats premalignes
com la GMSI i el MMA (per revisido Kyle et al. 2010). Es creu que el mecanisme
patogénic s’inicia per la transformacié d’una cél-lula plasmablastica del centre
germinal. Les cél-lules filles migren a la MO per madurar i diferenciar-se a CP
secretora de Ig. Per errors en els mecanismes de recombinacié de 'ADN durant la
maduracié del limfocit i 'adquisicido de lesions géniques s’afavoreix la transformacio
maligna de les CP desregulant el desenvolupament normal d’aquestes (per revisions:
Chen-Kiang 2005; Liebisch i Dohner 2006; Gonzalez et al. 2007). Encara que han
hagut diferents hipotesis al llarg dels anys, en el procés multifasic de transformacio del
MM es creu que existeixen dues vies mielomagéniques que es donen en els estadis
inicials premalignes (figura 19) (Avet-Loiseau et al. 1999c; Fonseca et al. 2001a; Avet-
Loiseau et al. 2002; Fonseca et al. 2003). La transformacio de CP normal a la CP de la
GMSI o MMA es pot donar per hiperdiploidies (trisomies) o per alteracions no-
hiperdiploides (basicament translocacions en les que esta implicat el gen IGH).
Adquirida I'alteracié primaria, la progressié des de la GMSI a MM s’associa a I'addicio
de la monosomia 13 i a LCP per un increment d’altres d’alteracions secundaries com la

delecio de 17p i alteracions del cromosoma 1 entre d’altres (Chang et al. 2005b).

17p-
tlgH) 13 1pi g
l Gz 1
T g N I
Trizomies

Figura 19. Procés oncogénic multifasic del mieloma.

1.4.4.6. Alteracions citogenétiques
Utilitzant conjuntament les técniques de CC i FISH en CP es poden identificar fins el
90% de casos amb anomalies (Dewald et al. 2005). La heterogeneitat clinica del MM

també es reflexa en la complexitat citogenética en aquests pacients. Les alteracions
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cromosoOmiques primaries es poden classificar en cariotips hiperdiploides i no-
hiperdiploides. Les anomalies numeériques es presenten en el 40-60% dels pacients i
habitualment els cariotips sén hiperdiploides (amb trisomies) o pseudodiploidies (amb
monosomies), perdo també s’identifiquen cariotips hipodiploides i propers a la
tetraploidia (Fonseca et al. 2003; Wuilleme et al. 2005).

El casos restants presenten alteracions estructurals on recurrentment apareixen
translocacions de /IGH(14932). En els casos amb progressié de la malaltia s’afegeixen
alteracions secundaries en la transformacié com guanys d’1q, delecions d’1p, 13q i
17p, alteracions de 8q i cariotips complexes (Fonseca et al. 2009; per revisions:
Higgins i Fonseca 2005; Avet-Loiseau 2007; Slovak 2011).

Malgrat els inconvenients de la técnica en I'estudi del MM, la CC amb o sense
estimulants identifica anomalies cromosomiques en el 30% dels casos al diagnostic i
fins un 60% en pacients tractats. Les limitacions de la CC en el MM son: la baixa
infiltracié de CP en algunes MO, la dificultat de les CP en dividir-se, la dificultat en
identificar clones, la preséncia de cariotips normals que deriven de cél-lules mieloides
0 que emmascaren anomalies criptiques. Tot i aixi, les alteracions que s’observen en
més frequéncia amb la CC son les trisomies dels cromosomes imparells, les
monosomies 13, 14, 16 i 22, les translocacions de 14932, guanys i pérdues del
cromosoma 1, i delecions de 13q, 16q i 22q, aixi com cariotips complexes (Dewald et
al. 1985; Sawyer et al. 1995; Calasanz et al. 1997).

Els avantatges que proporcionen les técniques de FISH incrementen la deteccié
d’alteracions géniques en el 90% dels pacients (Fonseca et al. 2004; Dewald et al.
2005; per revisié Avet-Loiseau 2007), identificant alteracions en el 35-60% dels casos
amb cariotip normal i mostrant translocacions de 14932, moltes vegades criptica o
emmascarada en un cariotip complex, en meés de la meitat dels casos (Avet-Loiseau et
al. 1999a; Konigsberg et al. 2000; Harrison et al. 2003; Dewald et al. 2005; Saez et al.

2006).
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La recent aplicacié de les técniques de separacio de determinats tipus cel-lulars han
permés estudiar exclusivament les CP responsables de la neoplasia. EI IMWG
recomana la utilitzacié de la I-FISH especificament sobre les CP (Dimopoulos et al.
2011; Munshi et al. 2011) que es pot realitzar mitjangant 3 técniques de seleccié o
identificacio de CP:

- Separacio immunomagnética de CP: les CP es marquen amb anticossos anti-CD138

conjugats a particules magnétiques. Les CP marcades quedaran retingudes en un
camp magneétic facilitant la seva separacié. Un cop aillades es realitza la FISH (Avet-
Loiseau et al. 1999c; Harrison et al. 2003; Chen et al. 2005).

- Identificacié _immunofluorescent de CP: també s’anomena FICTION (fluorescence

immunophenotyping and interphase cytogenetics as a tool for investigation on
neoplasm) o clg-FISH. La técnica combina la FISH amb el marcatge fluorescent de la
cadena lleugera de la Igc o altres marcadors especifics de les CP. Aixi, només el
citoplasma o superficie de les CP emeten fluorescéncia permetent avaluar unicament
els senyals de FISH dels nuclis d’aquestes cél-lules (Weber-Matthiesen et al. 1993;
Chang et al. 2004a; Fonseca et al. 2004).

- Tincié morfoldgica de CP: també s’anomena target-FISH (T-FISH) o May-Griinwald-

Giemsa-FISH (MGG-FISH). Es realitza una tincié morfoldgica MGG per localitzar les
CP i seguidament la FISH sobre la mateixa extensié cel-lular. Posteriorment, s’ha de
relocalitzar la posicié de les CP per tal d’avaluar els senyals de fluorescéncia. En
aquesta técnica es requereix d’experiéncia en citologia (Nickenig et al. 2001; Slovak et

al. 2005; Hartmann et al. 2011).

1.4.4.2.6.1. Hiperdiploidia

Prop de la meitat dels pacients presenten cariotips de 48-74 cromosomes identificant-
se trisomies dels cromosomes imparells 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19i 21 en els estadis inicials
del procés neoplasic (Sawyer et al. 1995; Calasanz et al. 1997; Fonseca et al. 2004).

Els guanys més frequents sén els dels cromosomes 15, 9 i 5, seguits de la resta.
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- Prondstic: els pacients amb trisomies tenen relativament bon pronostic, possiblement
degut a que tenen copies extra de determinats gens supressors de tumors (Perez-
Simon et al. 1998) i a que no acostumen a associar-se a les alteracions estructurals de
mal pronostic (Fonseca et al. 2003; Wuilleme et al. 2005; per revisio Avet-Loiseau et

al. 2007).

1.4.4.2.6.2. Translocacions implicant al gen IGH

Al voltant del 50-75% dels pacients presenten translocacions de /IGH (14932), sovint
criptiques o0 emmascarades en un cariotip complex (Avet-Loiseau et al. 1999a; Dewald
et al. 2005). La translocacio del gen IGH es considera un dels esdeveniments primaris
en la transformacié a MM ja que també s’observen amb incidéncia similar en la GMSI i
en el MMA. En altres casos s’adquireixen durant I'evolucié del MM i progressié a LCP
incrementant la seva incidéncia, com és el cas de la 1(8;14)(g24;932). Aquestes
translocacions acostumen a presentar punts de trencament diferents. Les dels estadis
inicials de la patologia tenen el punt de trencament en la regié de canvi d'isotip i les
que s’adquireixen en estadis més avancgats, en una altra regié (Avet-Loiseau et al.
2002). Les translocacions s’associen estretament als casos no-hiperdiploides; el 89%
dels MM amb translocacid presenten cariotips no-hiperdiploides incloent els
hipodiploides i propers a la tetraploidia (Fonseca et al. 2003).

S’han descrit al voltant de 20 partners diferents, perd generalment, les translocacions
es donen amb 5 partners relacionats amb oncogens de la familia de les ciclines,
reguladores dels cicle cel-lular. Aquests son: 11g13(CCND1) i 6p21(CCND3), que
desregulen directament les ciclines D1 i D3, respectivament i 4p16(FGFR3/MMSET),
16923(C-MAF) i 20911(MAFB) que desregulen indirectament la ciclina D2 (CCND2),
determinant diferents prondstics (Moreau et al. 2002; Bergsagel et al. 2005). Es de
destacar que aproximadament el 20% de les translocacions implicant al gen /GH tenen
altres partners, 8q24(C-MYC) entre ells. També s’han descrit translocacions amb el

locus de les cadenes lleugeres IGL(22q11) (Saez et al. 2006).
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Translocacions que desrequlen directament les ciclines:

t(11;14)(q13;932)/CCND1-IGH: és la més frequent de les translocacions i es
presenta en el 15-20% dels pacients amb MM i en el 15-30% dels pacients amb
GMSI. Les CP presenten una morfologia limfoplasmacitica i s’associa a la
variant oligosecretora i a la preséncia del marcador CD20, i t¢ més prevalenca
en el MM amb paraproteina IgM (Fonseca et al. 2004). En la translocacio es
sobreexpressa CCND1, gen codificant de la ciclina D1 (Dewald et al. 1985;
Fonseca et al. 2002a). També s’ha proposat la desregulacié del gen MYEOV
(myeloma overexpressed gene) localitzat a la mateixa banda cromosomica com
un altre dels partners de IGH (Janssen et al. 2000). S’ha observat que en una
tercera part dels mielomes també es sobreexpressa CCND1 en abséncia de la
translocacio, indicant un paper important en la transformaci6. Per CC s’observa
que aquesta alteracié és igual que la present en el limfoma del mantell perd
amb punts de trencament diferents. En la meitat dels casos s’associa a
delecions a 13q i també pot associar-se a hiperdiploidia.

- Pronostic: es considera de pronostic intermedi perd, en la LCP té un curs
agressiu i curta supervivéncia.

t(6;14)(p21;932)/CCND3-IGH: esta present en el 3-5% dels pacients,
sobreexpressant el gent codificant de la ciclina D3 (CCND3) (Shaughnessy et
al. 2001). En més de la meitat dels casos s’associa a la delecid6 13q o
monosomia 13. Existeix la variant t(6;22)(p21:q11) amb el gen IGL. Es de

pronostic intermedi.

Translocacions que desrequlen indirectament les ciclines:

t(4;14)(p16;932)/FGFR3/MMSET-IGH: es presenta en el 15-20% dels
pacients. S’ha descrit en casos diagnosticats de GMSI i MMA pero part
d’aquests pacients progressen rapidament a MM simptomatic. La translocacio
desregula per sobreexpressid dos gens localitzats en 4p16; el FGRF3

(fibroblast growth factor receptor 3) amb activitat Tyr-K i el gen MMSET
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(multiple myeloma SET domain), ambdds desregulant indirectament la ciclina
D2 (CCND2) (Chesi et al. 1998b; Nakazawa et al. 2000). En la t(4;14)
s’intercanvia material cromosomic subtelomeéric de dificil identificacié per CC,
per la qual cosa requereix de FISH per tal d’identificar la translocacié criptica
(Avet-Loiseau et al. 1999a; Dewald et al. 2005). El 20% dels pacients no
mostren expressio de FGFR3 i es correlaciona la translocacié no equilibrada i
pérdua del cromosoma 14 translocat (Keats et al. 2003). En el 80-90% dels
casos, la t(4;14) va acompanyada de la del(13q) o -13 (Fonseca et al. 2001a;
Avet-Loiseau et al. 2002). S’associa a I'isotip IgA.

- Pronostic: és de pronostic desfavorable (Keats et al. 2003; per revisié Avet-
Loiseau et al. 2007). El transplantament amb ceél-lules mare i inhibidors dels
proteasoma (complex de degradacio de proteines) com el Bortezomib, podrien
millorar I'evolucié (Avet-Loiseau et al. 2010; per revisié Slovak 2011).
t(14;16)(q32;923)/CMAF-IGH: esta present en el 2-10% dels pacients implicant
al gen C-MAF (macrophage activating factor) codificant un factor de
transcripcioé. La translocacié produeix una sobreexpressié de C-MAF, que
alhora indueix indirectament la sobreexpressié de la ciclina D2 (CCND2),
donant lloc a una resisténcia a I'apoptosi (Chesi ef al. 1998a). La dificultat en
detectar la translocaciéo per CC fa necessaria la técnica de FISH per un
diagnostic acurat. En el 92% dels casos s’associa a péerdues en 13q (Avet-
Loiseau et al. 2002). L’anomalia es considera de mal prondstic.
t(14;20)(q32;912)/MAFB-IGH: només s’identifica en el 2% dels pacients. De la
mateixa manera que la t(14;16) desregula CCND2, pero a través de MAFB
(Hanamura et al. 2001). També s’associa a la delecié 13q o monosomia 13
(75%) i guanys de 1q (58%).

- Pronostic: té un pronostic desfavorable en el MM perd els pacients
diagnosticats de GMSI o MMA tenen un curs estable durant anys abans de

progressar (Ross et al. 2010).
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1.4.4.2.6.3. Delecié 13g/monosomia 13

Les alteracions del cromosoma 13 s’identifiquen en el 50% dels pacients mitjangant
FISH i només en el 15% dels casos de diagnostic quan s’estudien per CC. S’ha
associat a la transformacio de la GMSI al MM ja que s’identifiquen en el 20% de les
GMSI i en el 70% dels MM amb antecedents de GMSI. En canvi, en els MM de novo,
la delecio 13g/monosomia 13 s’observa en el 31% dels casos (Avet-Loiseau et al.
1999c; Fonseca et al. 2002b). En el 85% dels casos les alteracions del cromosoma 13
s6n monosomies (Avet-Louseau et al. 2000; Fonseca et al. 2001b), en el 15% restant
soén delecions intersticials o delecions terminals més o menys extenses (Shaughnessy
et al. 2000; Nomdedeu et al. 2002). Per aquest motiu nombrosos gens son desregulats
i es desconeix una implicacié clara a nivell molecular. En les delecions s’inclouen els
locus 13914, 13921 i 13932.2 (Shaughnessy et al. 2000), i rarament sén delecions
bial-léliques (Fonseca et al. 2004). Les alteracions de 13q s’identifiquen en totes les
variants cliniques del MM perd, s’ha observat que s’associen més als casos amb
translocacio de IGH i concretament a les de mal pronostic t(4;14) i t(14;16), i delecio
17p (Fonseca et al. 2001a; Avet-Loiseau et al. 2002; Fonseca et al. 2003; Chang et al.
2004a). La identificacié de la delecié/monosomia en els estadis premalignes del
mieloma suggereixen que poden ser esdeveniments primaris en la transformacio, pero
la baixa incidéncia en la GMSI o el MMA suggereix que sén alteracions secundaries en
la transformacié neoplasica especialment en alguns casos amb translocacié 14932
(Avet-Loiseau et al. 1999c; Avet-Loiseau et al. 2002; Chiecchio et al. 2009).

- Prongstic: els pacients amb aquestes alteracions acostumen a respondre menys al
tractament que els pacients que no les presenten, i tenen una supervivéncia més curta
(Tricot et al. 1995; Konigsberg et al. 2000; Fonseca et al. 2002b). Malgrat que no té
especial mal pronostic si es detecta per I-FISH, és d’alt risc quan s’observa en
metafase degut a una proliferaci6 més elevada de les CP, amb pitjor supervivéncia
(Shaughnessy et al. 2003; Dewald et al. 2005; Chiecchio et al. 2006). No s’observen

diferéncies cliniques entre els pacients amb la delecié 13q o monosomia 13.
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1.4.4.2.6.4. Delecio 17p

Es una alteracié poc freqiient en el MM, s’identifica en el 5-10% dels pacients al
diagnostic, perod la incidéncia s’'incrementa durant el seguiment de la malaltia com un
esdeveniment secundari de progressio, i implica la pérdua de P53 (Avet-Loiseau et al.
1999b). La delecié ve acompanyada frequentment de translocacions d’alt risc t(4;14),
t(14;16) i t(14;20), alteracions de 13q i amplificacions de 1921, o d’un cariotip complex
amb pérdua de tot el brag curt del cromosoma 17. Contrariament al que succeeix en
les LLC, rarament s’identifiquen mutacions de TP53 de I'altre I'al-lel. En aquests casos
les lesions Ossies poden ser més importants que en la resta de pacients.

-Pronostic: és de les alteracions de pitjor pronostic en el MM degut a la pérdua de P53,
i t& un curs agressiu, resisténcia a tractament i curta supervivéncia (Chang et al.
2005a; per revisido Avet-Loiseau 2007). Els casos que presenten per I-FISH en CP
>60% de cel-lules patoldgiques s’inclouen en la categoria de risc molt alt (Avet-Loiseau

et al. 2010).

1.4.4.2.6.5. Alteracions del cromosoma 1

Una tercera part dels pacients presenten anomalies afegides del cromosoma 1 que
acostumen a ser pérdues d’1p i guanys d’1q. La pérdua d’1p sovint afecta a tot el bra¢
curt del cromosoma pero la regié minima delecionada es localitza entre 1p21-32. Les
pérdues d’1p s’associen a guanys d’1q i a delecié de 17p (Chang et al. 2010). La
delecié 1p es presenta com anomalia afegida i s’associa a progressio.

Els guanys d’'1q s’identifiquen en el 40% dels pacients en el diagnostic i prop del 70%
en el seguiment indicant evolucié de la malaltia (Hanamura et al. 2006). Els guanys
d'1q s’observen en forma de duplicacions o duplicacions en tandem, amplificacions,
isocromosoma 1q, translocacions no balancejades d’1q i translocacions jumping (amb
diferents partners en un mateix pacient) fruit de la inestabilitat cromosomica de la
heterocromatina pericentromeérica dels cromosoma 1 (Jamet et al. 2005; Sawyer et al.

2005). Els partners descrits en les translocacions d’1q sén 6q, 8p, 16q, 19q o 17p. La
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regi® minima de guany es situa a 1921 i conté el gen CKS1B que s’associa a

progressié y curta supervivéncia.

1.4.4.2.7. Factors pronostic

El MM és una neoplasia incurable amb una supervivéncia mitjana de 2-3 anys en
pacients >65 anys i de 5-6 anys en els pacients més joves (Blade et al. 2010).

El sistema d’estadiatge de Durie i Salmon (Durie i Salmon 1975) i el International
Staging System (ISS) (Greipp et al. 2005), classifiquen el mieloma en 3 estadis I-lll

(taules 12 i 13). Segons el ISS, la supervivéncia mitjana s’estima en 62 mesos, 44

mesos i 29 mesos per als estadis I, Il lll, respectivament.
Taula 12. Classificacio de Durie i Salmon Taula 13. Classificacio del ISS
Estadi Criteris Estadi Criteris
Hb i calcémia normals 2-microglobulina <3,5 mg/L

Lesions Ossies absents o aillades l

Component monoclonal baix:

-1gG <5 g/dL I
- IgA <3 g/dL

- Cadena lleugera <4 g/orina 24h

Albumina = 3,5 g/dL
No classificable en I ni lll

I 32-microglobulina 25,5 mg/L

] No classificable en | ni lll

Un o més dels criteris:

Anémia

Calcémia >11,5 mg/dL

Lesions Ossies abundants
Component monoclonal:

-1gG >7 g/dL

- IgA >5 g/dL

- Cadena lleugera > 12 g/orina 24h

A: Creatinina <2 mg/dL

Subclassificacié g oy eatinina 22 mg/dL

Les dades citogenétiques son els factors pronostic més importants en el MM (taula 14)
(Blade et al. 2010). La identificaci6 de qualsevol alteraci6 cromosdmica es va
considerar de risc els els primers estudis i la preséncia de determinades alteracions i
d’anomalies afegides es va associar a curta supervivéncia (Dewald et al. 1985). Les
alteracions més importants determinants de pitjor pronodstic sén les t(4;14), t(14;16) i
t(14;20) i la delecio de P53 (Keats et al. 2003; Chang et al. 2005a; per revisions: Avet-

Loiseau et al. 2007; Avet-Loiseau et al. 2010).
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Taula 14. Alteracions cromosomiques i pronostic en el MM.

Pronostic Alteracié cromosomica

Hiperdiploidia

t(6;14)(p21)

t(11;14)(913;932)

Absencia d’'anomalies de pronostic desfavorable

Favorable

Hipodiploidia

del(13qg)/-13 (Si és en metafase)

Guanys 1q / perdues 1p
Desfavorable  Delecio 17p

t(4;14)(p16;332)

t(16;14)(923;932)

t(14;20)(q11;932)

El IMWG recomana descartar mitjangant FISH aquestes alteracions d’alt risc, aixi com
la deteccid de peérdues d'1p, 13q, guanys d'1q i la t1(11;14)(q13932) (Munshi et al.
2011). Cal considerar que la preséncia de trisomies en pacients amb les alteracions
d’alt risc t(4;14), t(14;16), 1(14;20) i 17p- semblen tenir un efecte atenuador en la mala
evoluciéo (Kumar et al. 2012). Com ja s’ha mencionat la del(13q) o -13 presenten
diferent prondstic depenent de la metodologia utilitzada.

També comenga a cobrar importancia el percentatge de nuclis patologics que
s’observen, es déna una pitjor evolucié en aquells casos que presenten >50% de
nuclis patologics independentment de l'alteracié identificada (Dewald et al. 2005).
També hi ha altres estudis que determinen pitjor pronodstic en funcié de l'alteracié com
és el cas de >70-80% de ceél-lules 13g- 0 >60% de nuclis amb deleci6é 17p (Chiecchio
et al. 2006; per revisio Avet-Loiseau et al. 2007). L’administracié de nous agents
terapéutics com els inhibidors del proteasoma, (Bortezomib) o noves drogues
immunomoduladores com el Revlimid poden millorar I'evolucié en alguns casos

(Harousseau et al. 2004) .
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1.5. HIPOTESI

L’estudi citogenétic de les neoplasies hematologiques és de gran importancia en la

practica clinica des del punt de vista diagnodstic, pronostic i patogenétic.

A diferéncia de les proliferacions d’origen mieloide, la identificacié d’alteracions
citogenétiques en les proliferacions limfoides es més dificultosa degut en primer lloc al
baix index mitotic de les proliferacions de cél-lules madures, en segon lloc a I'obtencio
de metafases normals, sovint no corresponents a la clona maligna o per tractar-se
d’alteracions submicroscopiques/criptiques impossibles d’identificar en metafase
mitjangcant les técniques de bandeig G, i en tercer lloc per la mala qualitat

cromosomica de les proliferacions agudes limfoides.

Durant les darreres décades s’han fet importants avengos en el diagnostic d’aquestes
neoplasies gracies en part a la utilitzacié de mitdgens especifics dels limfocits B i a la
separacio dels diferents tipus cel-lulars, perd principalment, a la utilitzacié de les
técniques de citogenética molecular. En les proliferacions agudes, la FISH ha
identificat noves alteracions, algunes d’elles criptiques, implicant a gens amb
importancia pronostica que fins el moment havien passat desapercebudes per la CC.
En les proliferacions madures de baix index mitotic, la FISH ha permés el diagnodstic
sense la necessitat de cél-lules en divisid. En aquestes proliferacions els resultats amb
estimulants cel-lulars no han estat suficientment exitosos fins a I'aplicacié de mitdgens
especifics de limfocits B, perd en ocasions els protocols d’estimulacié sén complicats
per a la practica diaria. Amb els protocols de separacié cel-lular per gradient de
densitat i la purificacié de determinats tipus cel-lulars s’aconsegueix un enriquiment o
seleccié de les cél-lules per tal de realitzar un estudi individualitzat de la poblacio

responsable de la neoplasia, perod I'estudi es limita a les cél-lules en interfase.
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Amb linterés de millorar el diagnostic de les patologies que es desenvolupen al llarg
de la limfopoesi B des de la LLA de limfocits immadurs, passant per la LLC de limfocits
madurs fins el MM de CP, es planteja la hipotesi de treball de la present tesi que és
que mitjangant la utilitzacié de les técniques d’estimulacié cel-lular, separacié cel-lular i
la FISH o una combinacié d’aquestes metodologies, s’incrementa la deteccio

d’alteracions cromosodmiques amb repercussio clinica.
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1.6. OBJECTIUS

1)

2)

3)

Ala LLA-B:
1.1) Identificar mitjangant les técniques de citogenética convencional i FISH
alteracions cromosomiques no descrites préviament en una serie de

pacients.

Ala LLC:

2.1) Detectar anomalies cromosdmiques mitjangant la I-FISH amb els diferents
meétodes de separacidé de cél-lules mononuclears per gradient de densitat a
sang periferica i de cultius de sang periférica estimulats amb TPA, i
comparar l'efectivitat per a la identificacid d’alteracions cromosdmiques
d’ambdues técniques.

2.2) Relacionar les dades clinico-bioldgiques amb els métodes de separacio de
cél-lules mononuclears per gradient de densitat i de cultius estimulats amb
TPA, per determinar com influeixen els diferents meétodes en la
supervivencia.

2.3) En els pacients amb la delecid6 13914 identificada per I-FISH, realitzar
I'analisi citogenética convencional i la FISH en metafase per tal de

caracteritzar el tipus de delecio i si aquesta esta associada a translocacio.

En el MM:

3.1) Detectar anomalies cromosomiques mitjangant I-FISH amb els métodes de
separacio immunomagnética de ceél-lules plasmatiques per particules MACS i
de cultius de MO amb o sense estimular, i comparar I'efectivitat d’ambdues

técniques valorant el nombre d’anomalies cromosomiques identificades.
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Material i metodes

2.1. Pacients

S’han estudiat mostres de SP o MO de pacients diagnosticats de LLA-B, LLC, MM i
GMSI en el diagnostic o durant el seguiment de la malaltia. A la taula 15 es mostren
els diferents estudis realitzats i algunes dades clinico-bioldgiques dels pacients aixi

com els métodes emprats.

Taula 15. Dades clinico-bioldgiques dels pacients i métodes emprats en els estudis.

N° Sexe Edat mitjana
Estudi pacients (H/D) (anys) Diagnostic D/S Mostra Meétodes  Autors
C- ,
| 2150 200 15, 16 LLA-B 11 MO  BandesG Aventin et
al. 2008
met-FISH
C+
CMGD  Sanchezi
I 49 31/18 64(42-80) LLC 23/26 SP Bandes G Aventin
I-FISH 2007
met-FISH
C+ Delgado
m 235 136/99 64(29-88) LLC 121/114 SP CMGD et al.
I-FISH 2010
C+
Bandes G No
v 101 51/50 67(42-87) LLC 51/50 SP I-EISH publicat
met-FISH
C-/+
V61221 3526  68(45:89)  MM(B9) 559 MO MACS No
GMSI (2) 1-FISH publicat

LLA-B, leucemia limfoblastica aguda B; LLC, leucémia limfatica cronica B; MM, mieloma multiple; GMSI, gammapatia
monoclonal de significat incert; D, diagndstic; S, seguiment; C-, cultiu sense estimular; C+, cultiu amb estimulant TPA; met-
FISH, hibridacié in situ fluorescent metafasica; I-FISH, hibridacié in situ fluorescent interfasica; SP, sang periférica; MO,
medul-la 6ssia; CMGD, separacié de cél-lules mononuclears per gradient de densitat; MACS, separacié immunomagnética
amb particules MACS.

Els pacients han estat diagnosticats al servei del Laboratori d’Hematologia de
I'Hospital de Sant Pau des de I'any 2001, exceptuant un pacient (estudi |) que va ser
diagnosticat a I'Hospital Mutua de Terrassa. Els diagnostics es van realitzar segons

criteris morfologics i immunofenotipics establerts per la classificacié de la WHO.

2.2. Métodes
Les técniques emprades en cadascun dels estudis es mostren esquematicament a les

figures 20-24.
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Estudi I:

Es un estudi prospectiu en el que s’ha analitzat la MO de 150 pacients de LLA-B en els
que s’ha realitzat un cultiu sense estimulants i bandes G per I'analisi CC (taula 15,
figura 20). En 2 dels casos es va realitzar met-FISH amb les sondes LS| IGH Break
Apart i XCP 2 (taula 16) per tal d’identificar les dues alteracions no descrites

préviament.

Bandesz G

v

met-FIZH
n=2

Figura 20. Esquema dels

meétodes utilitzats en I'estudi I.

Estudi Il:

Es un estudi prospectiu en el que s’analitza la SP de 49 pacients de LLC a partir de
dues metodologies (taula 15, figura 21): la separacié de CMGD i I'estimulacié amb
TPA, i es compara l'eficiéncia d’'ambdues metodologies per a la deteccio d’alteracions
mitjangant la I-FISH amb les sondes ON ATM(11g22) / SE 11, ON 13q14(D13S272),
ON P53(17p13) / SE 17 i ON GLI(12913) / SE 17, i la sonda ON 13qter en els casos
amb delecio 13g14 bial-lélica com control intern (taula 16). També s’ha realitzat la CC
o met-FISH per confirmar els resultats de la I-FISH en cultius estimulats amb TPA. A
més, s’ha avaluat el recompte de limfocits absoluts de cada pacient per tal d’establir un

valor critic de limfocits determinant per a la utilitzacio de les diferents metodologies.
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Estudill
LLC
=P
n=44
& T
ChliGD C+
I-FI=H I-FISH

-

Met-FI=H
Bandes G

- Comparacio de la taxa de deteccid d'ambdues técnigques
- Recompte de limfocts per valora ambdues técnigues

Figura 21. Esquema dels métodes utilitzats en I'estudi Il.

Estudi lll:

Es un estudi prospectiu a partir de la SP de 235 pacients amb LLC (taula 15, figura

22). En un primer grup inicial de 93 pacients es va realitzar la separaciéo de CMGD i la

I-FISH. Posteriorment en un segon grup de 56 pacients es va realitzar la mateixa

metodologia que a I'estudi Il (incloent 47 dels pacients de I'estudi Il).

Estudi Il
LLC LLC LLC
=l SP Sp
n=93 n=56 n=56
v S v
CMiED CMGD C+ T+
I-FISH I-FISH I-FISH I-FISH

- Comparacid de la taxa de deteccid
d'ambdues técniques
- fvaluar la SLT 156 d'ambodues técnigques

- Comparacid de la taxa de deteccid

d'ambdues técniques

- Baluar la SLT en els pacients 130

Figura 22. Esquema dels métodes utilitzats en I'estudi Ill.

Finalment, en un tercer grup de 86 pacients es va realitzar un cultiu estimulat amb TPA

i I-FISH. Les sondes utilitzades en el primer i segon grup de pacients son les mateixes
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que a I'estudi Il i en el tercer grup es va afegir la LSl 13q14(D13S319), LSI1 13934 i ON
DLEU(13914) / 13qter (taula 16). Es van realitzar la comparacio de la taxa de deteccid
de les anomalies cromosomiques observades mitjancant la I-FISH en els 3 grups de
pacients en ambdues metodologies. També s’ha avaluat la importancia clinica en la
utilitzacié d’aquestes metodologies mitjancant la SLT i SG en el segon grup de

pacients, i la SLT en els pacients amb delecioé 13q14.

Estudi IV:

Es un estudi prospectiu a partir de la SP de 101 pacients amb LLC seleccionats per
presentar una delecié 13q14 en la I-FISH (taula 15, figura 23). Seixanta dels pacients
s’han extret del segon i tercer grup de pacients de I'estudi lll. No s’han seleccionat del
primer grup de 'estudi lll per no tenir cél-lules en divisié. En tots els pacients s’havia
realitzat un cultiu estimulat amb TPA i I-FISH. S’han realitzat les bandes G per I'analisi
de CC i la met-FISH per tal d’identificar el tipus de delecid. Les sondes utilitzades sén
la ON 13914(D13S272) o LSI 13914(D13S319) i en els casos amb delecié bial-lélica
també s’han utilitzat les sondes sonda ON 13qter, LS| 13q34 o ON DLEU(13q14) /

13qter (taula 16).

Estudi Iv

LLC
=P
n=101

'

del(13a14)

Bandez G
met-FI=H

I
- Estudi del cariotip
- Confirmacid de les anomalies

Figura 23. Esquema dels metodes

utilitzats en l'estudi IV.
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En els casos amb translocacié també s’han utilitzat les sondes TelVysion 1q, ON 1g21
/ SRD (1p36), ON FIP-Chic-PDGFRA (4q12), LSI EGR1 / D5S23, D5S721, ON ABL,
ON C-MYC (8924) / SE 8, LSI CDKN2A / CEP 9, WC 1, XCP 2, XCP 10, XCP 13 i

XCP 20.

Estudi V:

Es un estudi prospectiu a partir de la MO de 221 pacients de MM o GMSI en el que es
comparen dues metodologies (taula 15, figura 24): la separacié de CP amb particules
immunomagnétiques MACS i el cultiu de MO amb o sense estimulant mitjancant I-
FISH. Les sondes utilitzades sén la ON 13914(D13S272) o LSI 13914 (D13S319) i ON
13qgter, LSI 13934 o ON DLEU(13q14)/13qter (taula 16). Es van seleccionar 61
pacients amb delecié 13q14 o monosomia 13 per la técnica de MACS dels quals
també es disposava de cultiu de MO sense estimular (45 pacients) o estimulats amb
TPA (16 pacients), i es va comparar la taxa de deteccio de les anomalies en ambdues
metodologies. En tots els pacients, el Servei de Citologia especial de I'Hospital de Sant
Pau ha realitzat préviament un recompte de CP en extensié de MO tenyides amb
MGG. Aquest percentatge s’ha relacionat amb el nombre de casos patologics

detectats per I-FISH en cultiu de MO estimulats o no.

Estudi ¥
MALIGMSI
WO » Hecgrgpte
n=221
Separacid CP C+i-
MACS
l deli 313
T k] e
n=51
| | |
- Comparacio de la taxa de deteccid
d'ambdues técniques
- Relacid del % de CP amb el nombre
de cazos patoldgics

Figura 24. Esquema dels metodes utilitzats en I'estudi V.
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2.3. TECNIQUES DE CITOGENETICA CONVENCIONAL

2.3.1. Cultiu cel-lular amb o sense estimulacié

Realitzar un recompte cel-lular de la SP o MO recollida amb heparina estéril i
posar entre 15-20x10° cél-lules totals a cultivar en medi RPMI-1640 (Biological
Industries, Israel) suplementat amb glutamina i sérum bovi fetal.

Els cultius sense estimular s’incuben un minim de 24 h a 37°C amb 5% de CO,.
En els cultius estimulats amb el mitdgen TPA (50 ng/mL), afegir 200 yL de TPA
(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO), i incubar un minim de 72 h a 37 °C amb 5% de
CO..

Per extreure el cultiu, afegir 100 yL de colcemid durant 30 min, fer un xoc
hipotonic amb KCI durant 10 min a 37°C, i fixar amb Carnoy (metanol/ac. acétic,
3:1) seguint el protocol estandard. Realitzar les extensions cel-lulars o guardar el

pellet a -20°C fins la seva utilitzacio.

2.3.2. Bandes G i analisi de les preparacions

Envellir les extensions cel-lulars un o dos dies a 60°C i tenyir amb tincié de
Wright seguint protocols estandard de bandeig G.

Localitzacio i captura de les imatges mitjangant un microscopi de camp clar amb
els softwares |Ikaros (MetaSystems, Altlussheim, Germany) o CytoVision (Applied
Imaging, Hampshire, UK)

Les metafases s’han analitzat seguint les recomanacions del ISCN 2009.
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2.4. TECNIQUES DE SEPARACIO CEL-LULAR

2.4.1. Separacié de cél-lules mononuclears per gradient de densitat

Enla LLC:

Per separar les CMGD s’ha d’afegir 10 mL de SP en 10 mL de medi de separacié
Histopaque-1077 de densitat 1,077 g/mL (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO) a
temperatura ambient (TA) i centrifugar 30 min a 2000 rpm, seguint les
recomanacions de la casa comercial.

Recuperar el nuvol de cél-lules mononuclears que apareix a la interfase amb
pipeta pasteur i rentar amb solucié Hank’s (Biological Industries) lliure de calci i
magnesi. Centrifugar 10 min a 2000 rpm, i rentar amb Hank’s dues vegades més.
Aplicar un xoc hipotdnic amb KCI durant 45 min a 37°C i fixar amb Carnoy.

Realitzar les extensions cel-lulars o guardar el pellet a -20°C.

En les neoplasies de CP:

Afegir 5 mL de MO sobre 4 mL de medi Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) a TA i
centrifugar durant 25 min a 1500 rpm.

Recuperar el nuvol de cél-lules mononuclears que apareix a la interfase amb una
pipeta pasteur i rentar amb sérum fisioldgic. Centrifugar durant 10 min a 1800

rpom. Continuar amb el procediment.

2.4.2. Separaci6 immunomagnética de cél-lules plasmatiques amb particules

MACS

Consta de 3 etapes: separacié de CMGD, marcatge immunomagnétic amb particules

MACS anti-CD138 i separacié de CP a través de columnes de separacié MACS unides

a un suport magneétic o imant MACS (figura 11, pagina 28).

12 etapa - Separacio  CMGD: Veure apartat anterior.
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28 etapa - Marcatge immunomagneétic de CP amb particules MACS anti-CD138:

Treure el sobrenedant, afegir 1 mL de buffer MACS i realitzar un comptatge de
les cél-lules.

Centrifugar la mostra per extreure el buffer.

Afegir 20 pL de particules magnétiques MACS anti-CD138 (Miltenyi Biotec)
especific de CP + 80 pL de buffer MACS per cada 10x10°/L céllules. En el cas
de que tinguéssim <10x10°8 cél-lules, els volums son els mateixos, i en el cas
d’obtenir >20x10° cél-lules separar la mostra en diferents tubs. Barrejar bé.
Incubar durant 15 min a 6-12°C en nevera.

Afegir buffer MACS en proporcié de 20 vegades el volum de mostra que hi ha al
tub i es centrifuga 7 min a 1300 rpm.

Treure el sobrenedant i afegir 1 mL de buffer MACS i procedir a la separacié de

CP.

32 etapa - Separacié immunomagneética de CP amb columnes MACS:

Col‘locar una primera columna de separacié MACS i un filtre MACS sobre I'imant
(Milteny Biotec). Deixar passar 500 yL de buffer MACS per mullar el filtre i la
columna. Evitar que la columna s’assequi.

Deixar passar la mostra pel filtre i la columna. Afegir 4 vegades 500 uL de buffer
MACS per netejar la mostra i descartar aquest eluent.

Treure la columna de l'imant i fer passar 1 mL de buffer amb I'émbol per
recuperar les CP en un tub.

Per augmentar la puresa de les CP, tornar a col-locar una segona columna a
imant, aquesta vegada sense filtre, mullar-la amb buffer MACS, deixar passar la
mostra i fer 3 rentats amb 500 pL de buffer MACS. Tornar a descartar I'eluent.
Separar la columna de I'imant i fer passar 1 mL de buffer amb I'émbol per

recuperar les CP purificades.
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e Centrifugar durant 10 min a 1200 rpm. Treure el sobrenedant.
e Afegir 2 mL d’hipotonic KCl i incubar durant 10 min a 37°C.
e Centrifugar, treure el sobrenedant i fixar el pellet de CP amb Carnoy. Fer les

extensions cel-lulars o guardar el pellet a -20°C.

2.5. TECNICA D’HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT

a) Preparacions
o Realitzar les preparacions cel-lulars a partir del pellet fixat i comprovar la qualitat
dels nuclis/metafases en el microscopi de contrast de fase. Els pellets poden ser
de SP o MO amb o sense estimulants, de CMGD i de CP.
o Deixar envellir entre 5-24 h a TA i localitzar i marcar les arees d’hibridacié. Per
tal d’eliminar restes cel-lulars i facilitar que penetri la sonda es realitza un

pretractament.

b) Pretractament
Quan es realitza la FISH en preparacions amb bandes G, les preparacions es
destenyeixen durant 5 min en Carnoy a TA i no es realitzen pretractaments. En els
casos de FISH seqliencial tampoc es realitzen pretractaments i les preparacions es
destenyeixen durant 5 min en etanol 97%/éter 3% a TA abans de desnaturalitzar.
En els casos de I-FISH en CMGD es van realitzar uns pretractaments amb RNAsa,
pepsina i formaldehid, perd en la resta de casos, els pretractaments van consisteixen
en:

e Incubar les extensions en 2xSSC durant 2 min a 37°C.

¢ Incubar en una soluci6 de pepsina 0,005%/HCI 0,1N durant 5 min a 37°C.

e Rentar les extensions en 1xPBS a TA durant 3 min en agitacio continua.

e Fixar en formaldehid 1%/1xPBS/MgCl, 20 mM a TA durant 10 min.
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e Rentar en 1xPBS a TA durant 3 min en agitacié continua.
e Deshidratar les extensions en una séries d’etanols 70%, 85% i 100% a TA durant

1 min. Deixar assecar a TA.

¢) Desnaturalitzacio de les preparacions

e Incubar les preparacions en formamida 70%/2xSSC a 72°C+1°C durant 2 min.
e Deshidratar en una série d’etanols 70%, 85% i 95% a -20°C durant 2 min en

agitacio. Deixar assecar a TA.

d) Desnaturalitzacioé de la sonda

S’han utilitzat les sondes de les cases comercials Vysis (Downers Grove, IL, USA,
actualment Abbott Molecular), Kreatech (Amsterdam, The Netherlands) i MetaSystems
(Altlussheim, Germany) que es mostren a la taula 16. En els estudis inicials (I-FISH en
CMGD dels estudis Ili lll) es van utilitzar a més a més les sondes Qbiogene (Carlsbad,
CA), que actualment és la casa comercial Kreatech. El protocol que s’ha seguit és el
recomanat per la casa comercial i cadascuna té un protocol de desnaturalitzacio
diferent:

o Sondes Vysis: barrejar 1 yL de sonda, 2 yL H,O i 7 uL de buffer d’hibridacio per

cada area d’hibridacié. Desnaturalitzar a 73°C+1°C durant 5 min.

o Sondes Kreatech: aliquotar 10 pL de sonda per area d’hibridacié. Desnaturalitzar

a 90°C durant 10 min.

o Sondes MetaSystems: aliquotar 10 pL de sonda per area d’hibridacio.

Desnaturalitzar a 75°C durant 5 min. Posar en gel breument i incubar durant 30
min a 37°C.
Fer un vortex i un pols de centrifuga a totes les sondes i mantenir-les a resguard de la

llum fins que s’utilitzin.
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Taula 16. Sondes de FISH utilitzades, regié cromosomica que identifiquen i

casa comercial.

Sonda i tipus Regié cromosomica Casa comercial
Telomerica

TelVysion 1q Telomer 1q Vysys

LSI 13q34 Teldomer 13q Vysis

ON 13qter Telomer 13q Kreatech
Locus especifica

ON 1921/ SRD (1p36) 1921/ 1p36 Kreatech

ON FIP-Chic-PDGFRA (4q12) 4912 Kreatech

LSI EGR1/ D5S23, D5S721 5q931/5p15.5 Vysis

ON ABL 9q34 Kreatech

LSI 13q14(D13S319) 13q14 Vysis

ON 13914(D13S272) 13914 Kreatech

LSI IGH Break Apart 14932 Vysis

Locus / telomérica

ON DLEU(13q14) / 13qter 13914 / telomer 13q Kreatech
Locus / centromeérica

ON C-MYC (8924)/ SE 8 8924 / centromer 8 Kreatech

LSI CDKN2A / CEP 9 9p21 / centromer 9 Vysis

ON ATM(11g22) / SE 11 11923 / centromer 11 Kreatech

ON GLI(12913) / SE 12 12913 / centromer 12 Kreatech

ON P53(17p13) / SE 17 17p13 / centromer 17 Kreatech
Painting

WC 1 Painting 1 Kreatech
XCP 2 Painting 2 MetaSystems
XCP 10 Painting 10 MetaSystems
XCP 13 Painting 13 MetaSystems
XCP 20 Painting 20 MetaSystems

LSI, locus-specific identifier; ON; oncology; SE, satellite enumeration; CEP,

chromosome enumeration probe; WC, whole chromosome; XCP, XCyting paint.
e) Hibridacié

e Aplicar 10 pyL de sonda sobre larea dhibridaci6 marcada. Posar un
cobreobjectes de 24x24 mm i segellar amb cola.

e Incubar dins d’'una cambra humida a 37°C overnight en un forn d’hibridacio.

f) Rentats post-hibridacio

e Rentar en solucié de rentat | a 72°C+1°C durant 2 min.
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e Rentar en solucié de rentat Il a 72°C+1°C durant 1 min.

e Deixar assecar les extensions.

g) Contratincié
e Aplicar 10 yL de DAPI Il (4’6-diamino-2-phenylindole) (Vysis) per cada area
d’hibridacié i posar un cobreobjectes de 24x50 mm.

e Deixar en nevera un minim de 30 min i procedir a I'analisi.

h) Analisi de les preparacions al microscopi de fluorescéencia

Les preparacions s’han analitzat al microscopi de fluorescénica amb el software

CytoVysion (Applied Imaging).

I-FISH: s’han avaluat un minim de 200 nuclis interfasics de morfologia conservada
arrodonida i sense superposicions en cada cas. Els valors de positivitat (cut-off) per a
cada alteracié s’han determinat calculant la X+3SD (mitjana aritmética més 3 vegades
la desviacio estandard) del percentatge de nuclis patologics. En la LLC, s’han utilitzat
10 controls de SP i els cut-off son iguals en les CMGD i en els cultius estimulats amb
TPA. En el MM, s’han utilitzat com a control 5 mostres de MO amb CP reactives i 5
mostres de MM amb CP negatives per a les alteracions a estudiar. Els cut-off son

diferents en cultius de MO i en CP aillades per MACS (taula 17).

Taula 17. Valors de positivitat per a cada alteracié
cromosomica en la I-FISH.

Cut-off (%)  Borderline (%)

LLC (en CMGD i C+)

del(11922) 6 6-10
del(13q14) 7 7-10
de(17p13) 5 5-10
+12 2 2-5
MM

-13/del(13q14) (en C+/-) 211

-13/del(13q14) (en CP) 220
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Met-FISH: sempre que s’ha disposat de metafases suficients, s’han avaluat un minim
de 15 metafases de senyal intens, per tal de confirmar els resultats de I-FISH o per
identificar altres alteracions de la clona patologica.

Per valorar el tipus de delecid 13q14 de l'estudi IV, s’han considerat els patrons
d’hibridacié que es mostren a la figura 25, on s’observen imatges de met-FISH amb la
sonda DLEU(13q14)/13qgter (vermell/verd) mostrant un parell de cromosomes 13
normals amb 2 senyals vermells a 13q14 i 2 senyals verds als teldmers, i altres parells
amb els diferents tipus de delecié 13g14. El parell de cromosomes amb delecio
monoal-lélica presenta 1 senyal 13914 vermell i 2 telomérics verds, i el parell amb
delecio bial-lélica només presenta 2 senyals telomérics. La delecié submicroscopica
s’emmascara en cromosomes de mida aparentment normal i només s’identifica
mitjangant met-FISH. La delecio gran pot afectar a varies bandes cromosomiques i el
cromosoma delecionat és més curt. La delecio associada a translocacio s’observa amb

diferents morfologies segons el partner amb qui s’hagi translocat el cromosoma 13.

Tipus delecit

13q14 Monoal-lélica Bial-lélica

Submicroscopica

Gran

Cromosoma 13
normal

Associada a
translocacié

Figura 25. Met-FISH dels parells de cromosomes 13 normals i amb els

diferents tipus de delecions amb la sonda DLEU(13g14)/13qter.
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2.6. ANALISI ESTADISTICA

L’analisi estadistica es va realitzar amb el software SPSS (Chicago, IL). La significanca
es va determinar per P <0,05.

- En l'estudi Il per comparar el nombre de nuclis patologics observats per I-FISH en
CMGD i dels observats en cultiu estimulat amb TPA, s’ha utilitzat el test de Wilcoxon.
Per identificar el valor critic de limfocits absoluts determinant per a la utilitzacié de les
diferents metodologies s’ha emprat el test {-Student.

- En l'estudi lll per comparar les caracteristiques dels pacients i factors prondstic s’ha
utilitzat el test X? o el Kruskal-Wallis. Els resultats de I-FISH s’han avaluat mitjancant el
test de Fisher. Per valorar la SG i la SLT s’han utilitzat les corbes de Kaplan-Meier i
I'efecte de les variables clinico-biologiques es va analitzar amb el log-rank test.

- En I'estudi V per comparar els resultats de la I-FISH en cultiu de MO i en CP aillades

s’ha utilitzat la correlacié de Pearson.

2.7. SOLUCIONS DE TREBALL | MATERIAL INVENTARIABLE

TPA: - Solucié stock: dissoldre 1 mg de TPA en 1 mL d’acetona i afegir 9 mL de medi RPMI 1640.
Aliquotar en 0,5 mL i congelar.
- Solucié de treball: diluir 0,5 mL de TPA Stock en 19,5 mL de medi RPMI 1640. Aliquotar en 200

ML i congelar.

Separacié immunomagnética de CP amb particules MACS

Buffer MACS:

250 mL 1xPBS

2.5 g albumina sérica bovina (BSA)

8 mL EDTA 10mg/mL pH 8

1XPBS fins a 500 mL. Filtrar amb filtre 0,45 ym. Guardar en nevera.
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FISH

Solucié pepsina 0,005%/HCI 0,1N:
50 pL de pepsina 100 mg/mL
100 mL HCI 0,01N

Formaldehid:
1,4 mL CI2Mg 1M
7 mL 10xPBS
0,7 mL formaldehid
61,9 mL H2O destil-lada.

Formamida 70%/2xSSC:
70 mL formamida
10 mL 20xSSC
20 mL H,O destil-alda. Ajustara pH 7.

Solucié de rentat | (0,4xSSC/0,3%NP40):
20 mL 20xSSC
3 mL NP40 (Vysis)

H»O destil-lada fins a 1 L. Ajustar a pH 7.

Solucié de rentat Il (2xSSC/0,1%NP40):
100 mL 20xSSC
1 mL NP40

H>O destil-lada fins a 1 L. Ajustar a pH 7.

Material inventariable

Els equips que s’han utilitzat sén:

- Centrifuga Jouan BR4i amb rotor S40 (161 mm).

- Separador de cél-lules magnétic MiniMACS Separator amb suport MACSMuiltiStand

(Miltenyi Biotech, Germany) per a la separaci6 de CP.

- Microscopi de contrast de fases Nikon Eclipse E400.

- Microscopi de camp clar Leica DM connectat a una camera /Al Progressive Scan i el

software de captura i processament d’imatges lkaros (MetaSystems, Altlussheim,

Germany) o microscopi Nikon Eclipse E400 amb camera IAl i el software de captura i

processament d’'imatges CyfoVision (Applied Imaging, Hampshire, UK) per a I'analisi

de les bandes G.
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- Microscopi de fluorescéncia Nikon Eclipse E400 amb roda de filtres de fluorescéncia
connectat a una camera /Al i el soffware de captura i processament d’imatges

CytoVision (Applied Imaging, Hampshire, UK) per a I'analisi de la I-FISH i met-FISH.
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Resultats

3.1.LLA-B

3.1.1. Identificacié de translocacions amb implicacié del gen IGH no descrites

préviament: t(2;14)(q14.3;932) i t(14;17)(q32;921) (Estudi I)

A l'estudi prospectiu de 150 pacients de LLA-B, dos han presentat reorganitzacions del
gen IGH amb partners localitzats a 2q14.3 i 17921, que no han estat descrits
préviament. En el primer <cas, per CC s’observa un cariotip de
47,XY 1(2;14)(q14.3;q32),add(12)(q23),+mar[6]/46,XY[15]. Mitjangant la FISH amb la
sonda d’ADN /GH break-apart es confirma el reordenament a 14q32 i amb el pintat
cromosomic del cromosoma 2, la implicacio d’aquest en la t(2;14)(q14.3;q32). En el
segon cas, per CC s’observa un cariotip de 47,XY,+10,t(14;17)(q32;921)[15]. La FISH
amb la sonda /IGH break-apart confirma la implicacié del gen /GH en una nova
translocacio reciproca t(14;17)(q32;921). En ambdds pacients s’ha realitzat un cultiu

de MO sense estimular.
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Letter to the editor

Novel IGHa translocations, t(2;14)(q14.3;932) and t(14;17)(q32;q21),
in B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a clonal disease
characterized by recurring chromosomal abnormalities and
point mutations [1]. Reciprocal translocations in lymphoid
malignancies lead to either creation of chimeric genes or
dysregulation of a proto-oncogene when juxtaposed with
the IGH« locus [1].

We report two cases with a B-cell precursor ALL (BCP-
ALL) in which the recombination of the /GHa gene at
14g32.3 with two new partner loci, on 2q14.3 and 17q21,
respectively, was demonstrated by fluorescence in situ
hybridization (FISH).

The first case, a 16-year-old boy was diagnosed in
September 2005 at another institution as having a B-cell
acute lymphoblastic leukemia based on a cellular infiltrate
of undifferentiated cells in the bone marrow biopsy. Immu-
nohistochemistry showed positivity of blast cells for CD34,
CD45, CD10, and TdT, whereas they were negative for
CDla, CD3, CD20, CD117, and CD68. The bone marrow
aspirate yielded little material and no additional studies
were performed. The patient started induction therapy
according to the ALL PETHEMA protocol, which includes
vincristine, daunorubicine, asparaginase, and prednisone. In
November 2006, a bone marrow aspirate revealed 50%
blast cells. Immunophenotyping of the blast cells was:
CD34, HLA-DR, cytoplasmic CD79a, CD10, CDI19,
CD20, and CDI13 positive, and CD2, cytoplasmic CD3,
CD7, CD33 and cytoplasmic mu chains negative.

Cytogenetic study on unstimulated bone marrow cells
showed a 47,XY,t(2;14)(q14.3;q32),add(12)(q23),+mar[6]/
46,XY[15] karyotype. FISH analysis using a commercial
dual-color break-apart probe for IGH« [5° IGH« (Spectrum
Green)/3’ IGHa (SpectrumOrange)] (Abbott Molecular,
Inc./Vysis, Des Plaines, IL) displayed normal co-localization
on the long arm of normal chromosome 14, whereas the 5’
IGHa (SpectrumGreen) was translocated to the der(2) and
the 3’ IGHa (SpectrumOrange) remained on the der(14)
(Fig. 1A), confirming the involvement of the IGH« gene.
The patient underwent an allogeneic bone marrow transplant
and was in complete remission at the last follow-up in
December 2007.

The second case, a 15-year-old boy was admitted to our
hospital in May 2004 for fever and bone pain. Physical
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examination disclosed cutaneous pallor and hepatospleno-
megaly, but there was no lymphadenopathy. The white blood
cell count was 7 x 109/L, with 69% blast cells, hemoglobin
level 96 g/L, and platelet count 17x10°/L. A biochemistry
profile showed LDH 1488 U/L (normal range 230—460 U/L).

The bone marrow aspirate showed massive infiltration
by atypical lymphoblasts. Immunophenotyping of the blast
cells was: HLA-DR, CD10, CD13, CD19, CD20, cytoplas-
mic CD79a, and TdT positive, and CD33, CD34, CD7,
CD2, cytoplasmic CD3, cytoplasmic mu chains negative.

A cytogenetic study of unstimulated bone marrow cells
revealed a 47,XY,+10,t(14;17)(q32;q21)[15] karyotype.
FISH analysis using a commercial dual-color break-apart
probe for IGH« [5’IGH« (Spectrum Green)/3’ IGHa (Spec-
trum Orange)] (Abbott Molecular, Inc./Vysis) displayed nor-
mal colocalization on the long arm of normal chromosome
14, whereas the 5’/GHa (Spectrum Green) was translocated
to the der(17) and the 3’/GHo (Spectrum Orange) remained
on the der(14) (Fig. 1C), confirming the involvement of the
IGHa gene. The patient underwent an ALL-99 SHOP proto-
col, which includes daunorubicin, vincristine, prednisolone,
cyclophosphamide, asparaginase and methotrexate. He
achieved complete remission and was free of disease at last
follow-up in December 2007.

Chromosomal translocations, namely t(8;14)(q24;q32),
t(14;18)(q32;q921), t(11;14)(q13;932) and t(3;14)(q27;q32)
are the classical examples of rearrangement of the immuno-
globulin gene in mature B-cell malignancies. The expression
of MYC, BCL2, CCND1, and BCL6 genes, respectively, is
dysregulated as a consequence of these translocations [2].

In BCP-ALL, several other proto-oncogenes have also
been reported to be rearranged with the IGHa locus by
chromosomal translocations such as t(1;14)(q21;q32)/
IGHo-BCL9,t(1;14)(q25;932)/IGH o-LIM 1(6;14)(p22;q32)/
IGHo-1d4,1(14;19)(q32;q13)/IGHe-CEBPA  or  IGHo-
CEBPGt(8;14)(q11;q32)/IGHa-CEBPD,inv(14)(q11q32)/
t(14;14)(q11;q32)/IGHa-CEBPE and t(14;20)(q32;q13)1/
GHoa-CEBPB [3—7].

We identified two new partner loci, on 2ql4.3 and
17921. Both are involved in reciprocal translocations with
the IGH«a gene and were previously unrecognized in
BCP-ALL. Both patients were adolescents. White blood
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Fig. 1. (A,C) FISH on metaphase spreads using the LSI dual-color /IGH« break-apart probe, displaying the 5’ IGHa probe (SpectrumGreen) translocated to
the derivative chromosomes 2 (case 1) and 17 (case 2). The IGH« 3’ flanking probe (SpectrumOrange) remained on the derivative chromosome 14 in both
cases. (B) Case 1: FISH on metaphase spreads using a whole chromosome paint for chromosome 2 showing three hybridization signals on the normal chro-
mosome 2 (arrowhead), and on the derivative chromosomes 14 and 2 (arrow). (D) Case 2: Destained G-banded metaphase showing the derivative chromo-

somes 14 (red arrow) and 17 (green arrow).

cell count was <20><109/1, there was no central nervous
system involvement, and blast cells had a precursor B
immunophenotype with expression of myeloid CDI13
antigen. Cytogenetically, both patients showed other chro-
mosomal aberrations in all abnormal metaphases. The rear-
rangement involving the /IGH«a locus at 14q32.3 is usually
the primary chromosomal abnormality in B-cell malignan-
cies. t(2;14)(q14.3;932) and t(14;17)(q32;921) may thus
represent the pathogenetically essential aberration in
BCP-ALL. Despite the limited follow-up, our patients
may belong to the subgroup of BCP-ALL with IGHo/
14q32 translocations associated with a good prognosis as
pointed out by Robinson et al. [8].

Further molecular characterization of these novel break-
points will identify potential proto-oncogenes of pathoge-
netic importance in B-cell malignancies.
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Resultats

3.2.LLC

3.21. Increment en la deteccié d’alteracions cromosomiques amb I-FISH en

cultius estimulats amb TPA (Estudi Il)

L’estimulacié amb TPA s’utilitza habitualment en la LLC per a la CC i la separaci6 de
CMGD per a la I-FISH. En aquest estudi es pretén valorar la utilitat de I'estimulacié
amb TPA per a 'analisi de la I-FISH.

- Deteccio6 d’alteracions:

S’ha realitzat la I-FISH en 49 pacients mitjangcant CMGD (I-FISH-CMGD) i cultius
estimulats amb TPA (I-FISH-TPA), amb les sondes comercials de significat pronostic
que identifiquen les delecions 11923, 13914, 17p13 i trisomia 12 i s’ha comparat el
nombre de nuclis patologics obtinguts en ambdues metodologies (figura 21, pagina
87). En 7 pacients es van realitzar dues determinacions utilitzant dues sondes (table 1
de la publicacié). La proporcié de nuclis patologics observats per I-FISH-TPA va ser
significativament superior que la observada en I-FISH-CMGD (P <0.001). La deteccio
de les anomalies cromosomiques es va incrementar del 51% observat per I-FISH-
CMGD fins el 78% observat per I-FISH-TPA. Entre les 56 determinacions, 15 eren
normals per I-FISH-CMGD o amb un percentatge de nuclis proper al valor de positivitat
(taula 17, pagina 96) van ser patologics per I-FISH-TPA per a les delecions 11g-
(n=2), 13g- (n=9) i trisomia 12 (n=4). Les alteracions d'aquests casos van ser
confirmats per CC i/o met-FISH, excepte un amb delecié 13q.

- Recompte de limfdcits:

Es de destacar que el recompte de limfocits absolut dels 15 casos presentaven una
lleugera limfocitosi. Aquesta dada va suggerir que el recompte de limfocits seria un
indicador per realitzar la I-FISH-TPA, observant-se que un recompte de limfocits
absolut <8,7x10%L és un valor critic (P =0.037) i per valors inferiors es recomana la |-

FISH-TPA en lloc de la I-FISH-CMGD.
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Aquest estudi posa de manifest que la I-FISH-TPA no només identifica una proporcié
de nuclis aberrants més elevada si no que també, detecta casos patoldgics que poden
quedar emmascarats utilitzant la I-FISH-CMGD, especialment aquells casos que

presenten un recompte de limfocits absolut baix.
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Abstract

Interphase fluorescent in situ hybridization on unstimulated peripheral blood mononuclear cells (I-
FISH-PBMC) is used to detect chromosomal abnormalities such as 11q—, 13q—, 17p—, and trisomy
12 in chronic lymphocytic leukemia (CLL). A total of 56 samples from 49 patients with CLL were
studied using commercially available probes for chromosome regions 11q22.3 (ATM), 13ql4
(13S272), 17p13 (p53) and 12 centromere (D12Z3). We compared the results obtained with
I-FISH-PBMC and those with I-FISH on TPA (tetradecanoylphorbol acetate; phorbol-12-
myristate-13-acetate) stimulated peripheral blood cells (I-FISH-TPA) used for conventional cytoge-
netics, to evaluate the usefulness of I-FISH-TPA. The proportion of abnormal nuclei obtained with
the I-FISH-TPA was higher than that found with I-FISH-PBMC (P < 0.001). Consequently, 15
cases with a negative or borderline result with I-FISH-PBMC became positive with I-FISH-TPA
for 11g— (n = 2), 13g— (n = 9), and trisomy 12 (n = 4). In all but one of these, chromosomal
abnormalities were confirmed by either metaphase FISH or conventional G-banding. Detection
of cytogenetic aberrations thus increased from 51% with I-FISH-PBMC to 78% with I-FISH-
TPA. Notably, all 15 of the cases that reached the diagnostic thresholds for 11q—, 13q—, and tri-
somy 12 had a slight lymphocytosis. An absolute lymphocyte count <8.7 x 10°/L was found to
be the critical threshold (P = 0.037) below which I-FISH-TPA rather than I-FISH-PBMC should
be performed. Not only could I-FISH-TPA detect a higher proportion of abnormal interphase nuclei,
but it could also identify abnormal CLL cases that might be overlooked with use of I-FISH-PBMC,
especially those with low absolute lymphocyte counts. I-FISH-TPA is thus a reliable technique for

clinical diagnostics in CLL. © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The chromosomal abnormalities 11q—, 13q—, 17p—,and
trisomy 12 have prognostic significance for patients with
chronic lymphocytic leukemia (CLL) [1,2]. Several studies
have shown that the interphase fluorescent in situ hybridiza-
tion technique (I-FISH) in CLL identifies such genomic
aberrations in a higher frequency than does classical karyo-
typing, including stimulated cultures using standard B-cell-
specific mitogens [3—6].

For routine clinical cytogenetic evaluation of CLL, we
use a tetradecanoylphorbol acetate (phorbol-12-myristate-
13-acetate; TPA) stimulated whole peripheral blood culture
for conventional cytogenetics and unstimulated peripheral

* Corresponding author. Tel.: 4-34-93-2919000 ext. 2356.
E-mail address: aaventin@santpau.es (A. Aventin).

0165-4608/07/$ — see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.cancergencyto.2007.01.005

blood mononuclear cells (PBMC) separated by a standard
density gradient for I-FISH. Our objective was to compare
I-FISH-TPA and I-FISH-PBMC for detecting the above-
mentioned chromosomal abnormalities in CLL, in order
to test whether TPA-stimulated peripheral blood might be
a convenient sample not only for conventional cytogenetics
but also for interphase analysis.

2. Materials and methods
2.1. Patients

The study sample comprised 49 patients with CLL, as
diagnosed by morphology and immunological markers. Di-
agnostic samples were studied in 23 patients. A total of 56
samples were compared for del(11q) (» = 10), del(13q)
(n = 25), del(17p) (n = 12), and trisomy 12 (n = 9).
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2.2. Conventional cytogenetics and cell isolation

TPA (50 ng/mL) stimulated whole peripheral blood sam-
ple (TPA-SPB) was cultured in RPMI medium supple-
mented with fetal calf serum for 72 or 96 hours. Cells
were harvested using routine cytogenetic techniques. Chro-
mosomes were identified by G-banding. PBMCs were iso-
lated using density-gradient centrifugation (Histopaque;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), treated with KCl, and fixed
according to standard cytogenetic methods.

2.3. Fluorescent in situ hybridization

I-FISH was performed on TPA-SPB and PBMC using
locus-specific probes 11q22.3 (ATM), 13ql4 (13S272),
17p13.1 (p53), telomeric 13q (D13S1160), and centromeric
12 (D12Z3) according to the manufacturer’s instructions
(Qbiogene, Carlsbad, CA); the telomeric 13q probe was
used as an internal control for hemizygous deletion
(13q—). For each probe, 200 nuclei were scored. Based
on FISH studies of normal peripheral blood cells, the upper
limits of normal (mean + 3 standard deviations) were set at
6, 7, 5, and 2% for del(11q), del(13q), del(17p), and tri-
somy 12, respectively. Samples were considered borderline

Table 1

cases if abnormal nuclei were at 6—10%, 7—10%, 5—10%,
and 2—5% for del(11q), del(13q), del(17p), and trisomy 12,
respectively. Interphase FISH analyses were undertaken by
a single observer. In metaphase FISH, a clone was consid-
ered abnormal clone when at least two metaphases had an
abnormal signal pattern.

2.4. Statistical analysis

The data were analyzed using the nonparametric Wil-
coxon test and unpaired Student #-test. P < 0.05 was con-
sidered statistically significant. Statistical analysis was
performed using the SPSS package (version 14.0; SPSS,
Chicago, IL).

3. Results and discussion

Clinicopathologic and genetic data for the 49 patients
are summarized in Table 1. A total of 56 specimens were
compared using I-FISH-TPA and I-FISH-PBMC tech-
niques. The median of abnormal nuclei was 39 with the
I-FISH-TPA and 10 with the I-FISH-PBMC (P < 0.001,
Wilcoxon test). Fifteen cases with a negative or borderline

Clinicopathologic and genetic data of 56 samples from 49 patients with chronic lymphocytic leukemia

Absolute lymphocyte

I-FISH, abnormal nuclei, %

Case Age/Sex count (x 10°/L) Probe Anomaly TPA PBMC Abnormal/Total metaphases Confirmed?
1 57/M 66.65 ATM del(11q) 85 45 1724 No*
2 37M 109.07 ATM del(11q) 44 19 2/25 Yes®
3 59/M 43.94 ATM del(11q) 87 36 3/15 Yes®
4 42/M 8.83 ATM del(11q) 56° 1° 16/34 Yes®
5 68/M 87.73 ATM del(11q) 23 30 13/18 Yes®
6 79'M 21.25 ATM del(11q) 15 13 3/20 Yes®
7 62/M 15.55 ATM del(11q) 44 8¢ 0/25 No*
8 55/F 16.90 ATM del(11q) 61 16 3/20 Yes®
9 73/M 7.63 138272 del(13q) 77° 4 8/12 Yes®

10 59/M 77.38 135272 del(13q) 73 70 10/15 Yes®

11 75/M 6.21 138272 del(13q) 38° 10° 3125 Yes®

12 64/F 7.56 138272 del(13q) 74 3 0/15 No*

13 49/M 23.56 135272 del(13q) 20° 10° 425 Yes®

14 53/F 27.12 135272 del(13q) 57° 40° 1/25 No®

15 51/F 62.17 135272 del(13q) 76° 54° NM —

16 61/M 91.04 135272 del(13q) 90° 69° NM —

17 87/F 16.43 138272 del(13q) 78 34 18/20 Yes®

18 45M 33.30 135272 del(13q) 14 12 NM —

19 80/F 17.59 135272 del(13q) 1¢ 4° 0/25 No®

20 60/M 9.34 138272 del(13q) 23b¢ 10> 4/15 Yes®

21 63/F 16.24 138272 del(13q) 12° 8° 1/55 No*

22 74/M 13.20 135272 del(13q) 69 20 3/45 Yes®

23 55/M 9.94 138272 del(13q) 51° 10° 4/20 Yes®

24 67/M 6.02 135272 del(13q) 68° 5° 4/23 Yes®

25 82/M 3.66 135272 del(13q) 59° 10° 3/14 Yes®

26 76/F 8.67 135272 del(13q) 47 12 8/20 Yes®

27 49/M 181.13 p53 del(17p) 22 66 3125 Yes®

28 65/M 24.54 p53 del(17p) 3¢ 5d 0/15 No*

(Continued)
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Table 1
Continued
Absolute lymphocyte I-FISH, abnormal nuclei, %
Case Age/Sex count (x 10°/L) Probe Anomaly TPA PBMC Abnormal/Total metaphases Confirmed?
29 51/M 64.94 p53 del(17p) 23 44 NM —
30 62/M 13.83 p53 del(17p) 3¢ 6¢ 0/20 No®
31 68/M 399.06 p53 del(17p) 85 47 NM —
32 76/M 25.70 P53 del(17p) 1¢ 0o? 0/18 No®
33 66/M 137.89 p53 del(17p) 63 52 18/20 Yes®
34 61/M 60.23 p53 del(17p) 17 14 NM —
35 64/F 27.96 D1273 +12 43 46 2/35 Yes®
36 53/M 5.36 D1273 +12 30° 2° 6/20 Yes®
37 76/F 24.03 D1273 +12 63 36 2/35 Yes®
38 76/F 5.85 D1273 +12 47° o° 13/15 Yes®
39 73/M 424 D1273 +12 20° 3° 2/20 Yes®
40 58/F 5.95 D1273 +12 22 6 5/20 Yes®
41 62/F 9.15 D1273 +12 1¢ 4 0/21 No®
42 78/M 8.62 D1273 +12 10° 2° 9/20 Yes®
43 69/M 14.54 138272 del(13q) 48 22 9/20 Yes®
p53 del(17p) 0¢ 8¢ 0/20 No*
44 84/F 8.11 138272 del(13q) 17° 4° 5/40 Yes®
P53 del(17p) 4¢ 6° 0/15 No®
45 70/F 7.08 ATM del(11q) 57° 8° 9/15 Yes®
138272 del(13q) 48 11 11/18 Yes®
46 59/F 102.95 138272 del(13q) 95 64 NM —
p53 del(17p) 87 84 NM —
47 65/M 18.97 138272 del(13q) 45 12 3/20 Yes®
p53 del(17p) 3¢ 6 0/18 No*
48 58/F 8.75 ATM del(11q) 3¢ 54 0/20 No®
138272 del(13q) 40 15 2/20 Yes®
49 80/F 4.01 138272 del(13q) 1¢ 1¢ 0/15 No®
D1273 +12 28 14 0/25 No*
Median 39 10
Mean * SD 38 * 29 20 + 21

Abbreviations: F, female; FISH, fluorescence in situ hybridization; I-FISH, interphase FISH; M, male; NM, no mitosis; PBMC, peripheral blood mono-
nuclear cells; SD, standard deviation; TPA, tetradecanoylphorbol acetate (phorbol myristate acetate).

# Metaphase FISH used for confirmation testing.

® Bold italic type highlights samples that became positive with I-FISH-TPA.

¢ G-banding used for confirmation testing.

4 Bold type highlights negative or borderline result with I-FISH-PBMC.

¢ Biallelic deletion.

result with [-FISH-PBMC became positive with I-FISH-
TPA for del(11q) (nos. 4 and 45), del(13q) (nos. 9, 11,
13, 20, 21, 23, 24, 25, and 44), and trisomy 12 (nos. 36,
38, 39, and 42). In all but one of these (no. 21), chromo-
somal abnormalities were confirmed by either metaphase
FISH or G-banding karyotyping. Some cases (e.g., nos. 4
and 45) showed a high number of abnormal ATM/del(11q)
metaphases, which probably would have been missed if we
had used only conventional cytogenetics instead of meta-
phase FISH. These findings are in line with those recently
published by Stockero et al. [7], who reported evidence that
CLL metaphases with normal G-bands have cryptic inter-
stitial deletions in 13q14 detectable by metaphase FISH.
On the other hand, cases in which chromosomal aberrations
were identified in only a few metaphases would be due ei-
ther to the predominance of residual normal lymphocytes or
to the difficulty in obtaining dividing neoplastic B cells.

It is well documented that I-FISH is superior to conven-
tional cytogenetics, even conventional cytogenetics using
standard B-cell-specific mitogens to identify prognostically
relevant genomic aberrations in CLL [2—6]. The literature
is lacking, however, for comparison of I-FISH on noncul-
tured and cultured cells in CLL. In the present study, I-
FISH-TPA increased the percentages of aberrant interphase
nuclei, compared with I-FISH-PBMC, and the detection of
chromosomal abnormalities was 78% versus 51%, respec-
tively. It is noteworthy that all 15 of the cases that reached
the diagnostic thresholds for del(11q), del(13q), and tri-
somy 12 had a slight lymphocytosis. Using the unpaired
r-test, an absolute lymphocyte count <8.7 x 10°/L was
found to be the critical threshold (P = 0.037) below which
I-FISH-TPA should be performed rather than I-FISH-
PBMC. To validate the definitive critical threshold, how-
ever, more cases need to be analyzed.
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Precise quantification of abnormal interphase nuclei can
be clinically important, as suggested recently by Catovsky
et al. [8], who observed that the percentage of abnormal
del(17p) cells correlated with the percentage of nonre-
sponders analyzed in the British CLL-4 LRF trial. In this
regard, our observation may be of particular interest for fu-
ture comparative clinical CLL studies, given that, in cases
27 and 29 with p53 deletion, the clone size detected with
TPA culture was smaller than that detected with PBMC.
It is important, therefore, to be aware of the method used
in quantitative cytogenetic studies. Although it is beyond
the scope of the present study to provide an explanation
for our observation, it has already been observed in chronic
myeloid leukemia that short-term culturing influences the
number of BCR-ABL positive interphase nuclei detected
by FISH [9,10].

In conclusion, we have shown that I-FISH-TPA not only
can detect a higher proportion of abnormal interphase nu-
clei but can also identify abnormal CLL cases that may
be overlooked by using I-FISH-PBMC. I-FISH-TPA is a re-
liable technique for clinical diagnostics in CLL and for
cases with low absolute lymphocyte counts it should be
the technique of choice.

References

[1] Juliusson G, Oscier DG, Fitchett M, Ross FM, Stockdill G,
Mackie MJ, Parker AC, Castoldi GL, Cuneo A, Knuutila S,
Elonen E, Gahrton G. Prognostic subgroups in B-cell chronic lym-
phocytic leukemia defined by specific chromosomal abnormalities.
N Engl J Med 1990;323:720—4.

[2] Dohner H, Stilgenbauer S, Benner A, Leupolt E, Krober A,
Bullinger L, Déhner K, Bentz M, Lichter P. Genomic aberrations

(3]

(4]

[3]

[6]

[7

—

[8

—_

[9]

[10]

and survival in chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med
2000;343:1910—6.

Dohner H, Stilgenbauer S, Déhner K, Bentz M, Lichter P. Chromo-
some aberrations in B-cell chronic lymphocytic leukemia: reassess-
ment based on molecular cytogenetic analysis. J] Mol Med 1999;77:
266—81.

Chena C, Arrossagaray G, Scolnik M, Palacios MF, Slavustky I. In-
terphase cytogenetic analysis in Argentinean B-cell chronic lympho-
cytic leukemia patients: association of trisomy 12 and del (13q14).
Cancer Genet Cytogenet 2003;154—60.

Aoun P, Blair HE, Smith LM, Dave BJ, Lynch J, Weisenburger DD,
Pavletic SZ, Sanger WG. Fluorescent in situ hybridization detection
of cytogenetic abnormalities in B-cell chronic lymphocytic leuke-
mia/small lymphocytic lymphoma. Leuk Lymphoma 2004;45:
1595—603.

Wiktor A, Van Dyke DL. Combined cytogenetic testing and fluores-
cent in situ hybridization analysis in the study of chronic lymphocytic
leukemia and multiple myeloma. Cancer Genet Cytogenet 2004;153:
73—6.

Stockero KJ, Fink SR, Smoley SA, Paternoster SF, Shanafelt TD,
Call TG, Zent CS, Van Dyke DL, Kay NE, Dewald GW. Metaphase
cells with normal G-bands have cryptic interstitial deletions in 13q14
detectable by fluorescence in situ hybridization in B-cell chronic
lymphocytic leukemia. Cancer Genet Cytogenet 2006;166:152—6.
Catovsky D, Richards S, Matutes E, Burford A, Brito-Babapulle V,
Dearden C, Morris P, Pettitt A. Response to therapy and survival in
CLL is influenced by genetic markers: preliminary analysis from
the LRF CLL4 trial [Abstract]. Blood 2004;104:8a.

Wilkens L, Varga S, Werner M, Nolte M, v Wasielewski R,
Georgii A. Short-term culturing influences the number of ber/abl-
fused cells detected by fluorescence in situ hybridisation in bone mar-
row aspirates of CML patients. Pathobiology 1999;67:163—S8.
Schoch C, Schnittger S, Bursch S, Gerstner D, Hochhaus A,
Berger U, Hehlmann R, Hiddemann W, Haferlach T. Comparison
of chromosome banding analysis, interphase- and hypermetaphase-
FISH, qualitative and quantitative PCR for diagnosis and for follow-
up in chronic myeloid leukemia: a study on 350 cases. Leukemia
2002;16:53—9.



Resultats

3.2.2. Increment del valor pronostic de la I-FISH en cultius estimulats amb TPA

respecte a la I-FISH en CMGD (Estudi Ill)

L’objectiu ha estat avaluar la importancia clinica de la utilitzacié de la I-FISH-TPA en
235 pacients de LLC seguint la metodologia de I'estudi Il (figura 22, pagina 87). S’ha
realitzat la I-FISH en 3 grups de pacients: en el primer només s’ha realitzat en CMGD,
en el segon s’ha realitat en CMGD i en cultius estimulats amb TPA, i en el tercer
només en cultius estimulats amb TPA, i s’han comparat els resultats de la I-FISH
obtinguts en els tres grups.

En el segon grup, la deteccié d’alteracions cromosomiques ha estat superior
mitjangant [|-FISH-TPA (80%) que mitjangant I-FISH-CMGD (57%) de forma
significativa (P =0.014). En 13 pacients amb resultats normals de I-FISH-CMGD van
presentar alteracions mitjangant la I-FISH-TPA. Les corbes de Kaplan-Meier van
mostrar que la I-FISH-TPA prediu millor la SLT entre les alteracions de bé/intermig-mal
pronostic al comparar-se amb la I-FISH-CMGD (P =0.031 vs. 0.166), considerant de
bon prondstic la delecié 13q com Unica alteracié o 'abséncia d’anomalies, i d’'intermig-
mal pronostic la trisomia 12 i delecions 11q i 17p. La I-FISH-TPA també millora la
prediccid de la SG (P =0.007 vs. 0.017).

En la comparacié historica entre el primer i tercer grup de pacients, la I-FISH-CMGD
detecta el 46% de casos patologics i la I-FISH-TPA el 67% (P =0.006). La deteccio de
les diferents anomalies és equivalent, exceptuant la deleci6 13914 com a unica
alteracié que s’observa en les CMGD en el 10% dels casos i en els cultius amb TPA
en el 37% (P =0.006). En quant a la SLT, en el grup que només s’ha fet |I-FISH-CMGD,
els pacients amb delecié 13q tenen una SLT més curta que els normals (18 vs. 107
mesos), i en el grup que només s’ha fet I-FISH-TPA, els pacients amb o sense delecio
tenen una SLT similar. Cal destacar que en algun d’aquests casos la limfocitosi és
baixa. La I-FISH-TPA incrementa la deteccié de la delecié 13q i millora el valor

pronostic.
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Interphase fluorescence in situ hybridization (I-FISH) studies have a remarkable prognostic value in patients with chronic
lymphocytic leukemia (CLL). I-FISH studies can be performed either on tetradecanoylphorbol acetate stimulated peripheral
blood cells (I-FISH-TPA) or unstimulated peripheral blood mononuclear cells (I-FISH-PBMC). The aim of the study was to
evaluate whether this finding was clinically relevant in a group of 235 patients with CLL. Fifty-six patients had both I-FISH-
TPA and I-FISH-PBMC results. Compared with uncultured cells, the cytogenetic detection rate rose from 57 to 80% with
the use of TPA-stimulated cells (P = 0.014). I-FISH-TPA provided a better prediction of treatment-free survival compared
with |-FISH-PBMC (P = 0.031 vs. 0.166). Then, I-FISH-PBMC results from 93 historical patients were compared with 86
recent patients with I-FISH-TPA results. Genomic aberrations were detected in 46 and 67% of patients from the I-FISH-
PBMC and I-FISH-TPA cohorts, respectively. The detection rate of 13q deletion as the only aberration increased from 10%
with I-FISH-PBMC to 37% with I-FISH-TPA (P = 0.006). In conclusion, I-FISH-TPA increased the detection rate of 13q de-
letion and had an improved prognostic value compared with I-FISH-PBMC.  © 2009 Wiley-Liss, Inc.

INTRODUCTION of probes is used, the percentage of patients with
CLL with genomic abnormalities reaches 80%

B-cell chronic lymphocytic leukemia (CLL) is
(Dohner et al., 2000), while a commercial four-

a hematologic malignancy characterized by a vari-

able clinical course (Chiorazzi et al., 2008). Multi- probe panel identifies genetic aberrations in
ple studies performed in the last decade have ~60-70% of cases (Glassman and Hayes, 2005;

been able to identify new powerful prognostic Reddy, 2006; Nelson et al., 2007). These aberra-

markers for these patients, most of which are cur- tions have a reproducible prognostic power in
rently available in clinical practice (Moreno and terms of response to the'rapy (Catovsky et al,
Montserrat, 2008). In particular, specific chromo- 2007), treatment-free survival (TFS) and overall

somal aberrations have a remarkable prognostic survival (OS) of patients with CLL (Dt?hner
et al, 2000). Indeed, the recently published

impact on patients with CLL. Unfortunately, ‘ i et
National Cancer Institute guidelines recommend

conventional chromosome  banding analysis ) : ‘ '
(CBA) is effective in 40-50% of cases as only ~ the incorporation of I-FISH to the diagnostic
dividing cells are evaluable by CBA and CLL work-up of all patients with CLL (Hallek et al.,

cells are notoriously difficult to stimulate to 20008)' In current [?ra(':tice, f_:'VC pr(?gnostic catego-
divide (Juliusson et al., 1990). Recent studies ries are defined within a hierarchical model: 17p

deletion, 11q deletion, trisomy 12, normal karyo-

using novel B-cell mitogens, such as the CpG-oli- ) ;
type, and 13 deletion as the sole abnormality.

gonucleotide DSP30 and interleukin-2, have
oreatly improved the value of CBA for CLL, but Patients with 17p deletions have the shortest me-
the use of these new molecules should still be dian TFS (9 months) and those with 13q
considered experimental (Haferlach et al., 2007).
Interphase fluorescence in situ hybridization (I- P ) ) ]
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tions in a higher proportion of patients with CLL DOI 10.1002/gee. 20744
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compared with CBA. When a Comprehenswe set Wiley InterScience (www.interscience.wiley.com).

© 2009 Wiley-Liss, Inc.



328 DELGADO ETAL.

TABLE |. Patients’ Baseline Characteristics

I-FISH-PBMC I-FISH-TPA Double I-FISH P value

cohort cohort analysis (Kruskal-WVallis or

(n=93) (n = 86) (n = 56) Chi-square tests)
Age at diagnosis (years), median (range) 64 (42-84) 66 (29-88) 63 (39-87) 0.398
Sex, male/female (%) 60/33 (65/35) 39/47 (45/55) 37/19 (66/34) 0.008
Binet stage C at diagnosis, n (%) 6 (6) 4 (5) 2 (4) 0.717
Lymphocyte count x [0%/L, median (range) 13 (5-203) I5 (5-278) 20 (5-399) 0.046
Positive CD38 expression, n (%) 20 (33) 15 (19) 10 (27) 0.172
Positive ZAP-70 expression, n (%) 29 (50) 32 (46) 14 (42) 0.770
Unmutated IGHV gene, n (%) 31 (56) I8 (44) 20 (56) 0.433
Beta, microglobulin, median (range) 2 2 (1.1-7.0) 5 (1.0-17.4) 2.2 (1.1-7.8) 0.139
Patients requiring any therapy, n (%) 4 (57) 26 (29) 34 (61) <0.001
Chlorambucil, n (% of patients treated) 1 (59) 9 (33) 21 (62) 0.053
COP/CHORP, n (% of patients treated) 20 (38) 4 (14) 11 (32) 0.107
Prednisone, n (% of patients treated) 6 (1) 3(1) 7 (21) 0.422
Fludarabine, n (% of patients treated) 36 (68) 15 (56) 18 (53) 0315
Rituximab, n (% of patients treated) I (21) 9 (33) 7 (21) 0.402
Alemtuzumab, n (% of patients treated) 7 (13) 3(1) 6 (18) 0.745
Follow-up (months), median (range) 65 (6-247) 23 (0-268) 69 (0-247) <0.001

IGHYV, immunoglobulin heavy chain variable region; COP, cyclophosphamide, vincristine, and prednisone; CHOP, cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, and prednisone; I-FISH, interphase fluorescence in situ hybridization; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; TPA, tetradecanoyl-

phorbol acetate; n, number.

deletions had the longest (92 months) (Do6hner
et al., 2000).

Taking into account that I-FISH does not
require cell division, routine I-FISH studies
are generally performed on uncultured peripheral
blood mononuclear cells (I-FISH-PBMC) (Matutes
et al., 1999). However, I-FISH can also be applied
to cultured peripheral blood cells previously
stimulated with tetradecanoylphorbol acetate (I-
FISH-TPA) or other mitogens. We have previ-
ously observed that I-FISH-TPA is able to detect
genomic abnormalities, particularly 13q deletion,
that might be overlooked with I-FISH-PBMC
(Sanchez and Aventin, 2007). The aim of the
study was to address whether this increased
detection of 13q deletion had a significant impact
on the TFS of a group of consecutive patients
with CLL.

MATERIALS AND METHODS

Patient Selection

Our institutional database was screened for
cases with information available on the following
variables: Morphological and immunological diag-
nosis of CLL according to the WHO classifica-
tion, age at diagnosis, gender, Binet clinical stage,
genomic abnormalities as detected by I-FISH,
time and type of CLL-specific treatment, and
overall survival. Analyses of the immunoglobulin
gene mutation status, CD38 expression and ZAP-
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70 expression were performed using conventional
methods (Mufioz et al., 2007) and were available
in a proportion of patients.

Standard clinical criteria were used for defining
the initiation of therapy in all patients (Cheson
et al.,, 1996). First line treatment varied from
patient to patient, but was mostly based on alkyl-
ating agents and/or purine analogues (Table 1).

FISH Analysis

For the purpose of this analysis, patients were
divided into three groups: 93 patients diagnosed
from June 2000 to June 2006 who had their I-
FISH analysis performed on unstimulated periph-
eral blood mononuclear cells only (I-FISH-
PBMC); 86 patients diagnosed from March 2005
to October 2008 who had their I-FISH tests per-
formed on whole blood TPA-stimulated cells
only (I-FISH-TPA); and 56 patients diagnosed
from January 2002 to June 2006 who had their I-
FISH analysis performed on both TPA-stimu-
lated and unstimulated PBMC. In this last group
of patients, both tests were performed on the
same blood sample.

All I-FISH studies were performed in peripheral
blood samples as previously described (Sanchez
and Aventin, 2007). All patients had significant lym-
phocytosis (i.e., >5 x 10”/L) at the time of analysis
and, of those who received treatment for their
CLL, I-FISH tests were performed before therapy
in 69% of them. For I-FISH-PBMC tests, PBMC
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TABLE 2. I-FISH Results from 56 Patients Who Had Their Tests Performed both on Peripheral Blood Uncultured Cells
and TPA-Stimulated Cells (Head-to-Head Comparison)

I-FISH-PBMC I-FISH-TPA Déhner et al. (2000)
P value
Median TFS Median TFS (Fisher’s Median TFS
n (%) (months) n (%) (months) exact test)? n (%) (months)
No abnormalities 24 (43) 54 11 (20) 84 0.014 57 (18) 92
13q deletion (monoallelic) 13 (23) 57 20 (36) 140 0.213 117 (36) 49
13q deletion (biallelic) 3(5) Not reached 4(7) 59 1.0
Trisomy 12 4(7) 67 7 (12) 60 0.527 47 (14) 33
I 1q deletion 6 (1) 29 8 (14) 27 0.776 56 (17) 13
17p deletion 6 (1) 49 6 (1) 49 1.0 23 (7) 9

I-FISH, interphase fluorescence in situ hybridization; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; TPA, tetradecanoylphorbol acetate; n, number;

TFS, treatment-free survival.
?P values refer to comparisons between |-FISH-PBMC and I-FISH-TPA.

were isolated using density-gradient centrifugation
(Histopaque, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
treated with KCI and fixed according to standard
methods. For I-FISH-TPA analyses, whole blood
samples were stimulated with tetradecanoylphor-
bol acetate (TPA, 50 ng/ml., Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), cultured in RPMI medium supple-
mented with fetal calf serum for 72-96 h, and har-
vested using routine cytogenetic methods. The
following probes were used according to the manu-
facturer’s specifications (Qbiogene, Carlsbad, CA):
11q22.3 (ATM), 13q14 (1385272), 17p13.1 (TP53),
and centromeric 12 (D/273). A telomeric 13q probe
(D1381160) was also used as an internal control for
homozygous deletion (13g-). In each test, 200
nuclei were evaluated. Based on I-FISH studies of
normal PBMC, cutoff points (mean plus three
standard deviations) were set at 6%, 7%, 5%, and
2% for del(11q), del(13q), del(17p), and trisomy 12,
respectively. We also performed [-FISH studies on
normal cells cultured with TPA, and the cutoff per-
centages were almost identical. Hence, the same
cutoff points were used for both I-FISH-PBMC
and [-FISH-TPA tests. Metaphase FISH and CBA
were also performed in selected cases, but for the
purposes of this report, the term “normal karyo-
type” refers to the absence of abnormalities by I-
FISH.

[-FISH results were expressed according to
Dohner’s  hierarchical model (Dohner et al.,
2000). These cytogenetic categories are as fol-
lows: Patients with del(17p), patients with
del(11q) but not del(17p), patients with trisomy
12 but not del(11q) nor del(17p), del(13q) as sole
abnormality, and normal karyotype. Moreover,
patients were classified into those with poor-inter-
mediate prognosis [del(17p), del(11q), and tris-
omy 12] and those with good prognosis [no
abnormalities detected or del(13q) only].

Statistical Analysis

The primary endpoints for comparison were
TFS and OS. Kaplan-Meier curves were plotted
for this purpose and the effect of the different
variables assessed using the log-rank test. In the
historical comparison (see later), log-rank tests
were adjusted according to the FISH scorer.
Baseline characteristics, prognostic factors, and
FISH results were compared by using %° or
Fisher exact tests for discrete variables, and the
Kruskal-Wallis test for continuous variables. In
all statistical calculations, two-sided P values
<0.05 were considered significant. All statistical
analyses were performed using SPSS, version
17.0.0.

RESULTS

Head-to-Head Comparison

Fifty-six patients had [-FISH results on both
TPA-stimulated cells and uncultured cells. In all
cases, cells were obtained from the same periph-
eral blood sample. Baseline characteristics of
these patients are shown in Table 1. Compared
with uncultured cells, the cytogenetic detection
rate rose from 57% to 80% with the use of TPA-
stimulated cells (P = 0.014) (Table 2). In total,
13 (23%) patients had their I-FISH result
changed. Eight patients with no abnormalities
detected on uncultured PBMC were considered
to have a 13q deletion on I[-FISH-TPA, which
did not change their prognostic subgroup. In five
additional patients with normal results by I-
FISH-PBMC, we could identify the presence of
trisomy 12 (three cases) and 11q deletion (two
cases) by I-FISH-TPA, theoretically changing
their prognosis from good to poor-intermediate.
In all but one patient, either conventional
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Figure |. Treatment-free survival according to (A) I-FISH-PBMC
and (B) I-FISH-TPA abnormalities in the head-to-head comparison
(good prognosis = black curve; poor-intermediate prognosis = gray
curve; P = 0.166 (A) and P = 0.031 (B), log-rank test). For the pur-
pose of this analysis, 17p deletion, |lq deletion, and trisomy 12 are
considered of poor-intermediate prognosis, whereas the presence of
13q deletion as the sole aberration and the absence of abnormalities
are considered of good prognosis.

karyotyping or metaphase FISH confirmed these
abnormalities. Interestingly, the median periph-
eral blood lymphocyte count in patients whose I-
FISH result was changed was significantly lower
than in patients in whom both tests yielded the
same result (8.5 vs. 25.5 x 10”/L, P < 0.001).
[-FISH-TPA provided a better prediction of
TFS compared with I-FISH-PBMC (P = 0.031 vs.
0.166, Fig. 1). In particular, two patients with no
cytogenetic abnormalities detected by I[-FISH-
PBMC required chemotherapy 3 and 11 months
after diagnosis, more in keeping with the pres-
ence of del(11q) found using [-FISH-TPA. Fur-
thermore, of all three patients with no
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abnormalities detected by I-FISH-PBMC and
trisomy 12 detected by I-FISH-TPA, two
received therapy 22 and 37 months after diagno-
sis, respectively, and one patient has not
required any treatment thus far. When patients
were classified into those with poor prognosis
[del(17p) and del(11q)]; and those with good-in-
termediate prognosis [no abnormalities detected
or del(13q)/trisomy 12], I-FISH-TPA also out-
performed [-FISH-PBMC in terms of TFS (P =
0.002 wvs. 0.013). Finally, I-FISH-TPA also
improved the OS prediction compared with I-
FISH-PBMC, with a better separation of the
survival curves (P = 0.007 vs. 0.017).

Historical Comparison

In addition, two independent cohorts were
compared, that is an [-FISH-PBMC cohort (# =
93) versus an I-FISH-TPA cohort (7 = 86). Base-
line characteristics of these two independent
cohorts are also shown in Table 1. As predicted,
patients from the [-FISH-PBMC cohort were fol-
lowed up for a significantly longer period of time
compared with patients from the [-FISH-TPA
cohort (P < 0.001). As a consequence, patients
requiring treatment were also more frequent in
the I-FISH-PBMC cohort (P < 0.001), but there
were no other significant differences.

Genomic aberrations were detected in 46% of
patients from the [-FISH-PBMC cohort, while
these were noted in 67% of patients from the I-
FISH-TPA cohort (P = 0.006) (Table 3). When
these results were analyzed in more detail, we
observed that the detection rates of trisomy 12
(15% vs. 13%), 11q deletion (6% vs. 8%), and 17p
deletion (15% vs. 9%) were equivalent. In con-
trast, the detection rate of 13q monoallelic dele-
tion as the only aberration increased from 9 to
31% when blood cells were previously cultured
and stimulated with TPA (P < 0.001).

Finally, the outcome of patients with no abnor-
malities was compared with those patients with
13q deletion as the sole aberration. In the I-
FISH-PBMC cohort, patients with 13q deletion
had a significantly shorter TFS than patients with
no abnormalities (18 vs. 107 months, P = 0.026,
Fig. 2A). In the I-FISH-TPA cohort, patients
with and without del(13q) had similar 'TFS (132
months vs. not reached, P = 0.498, Fig. 2B).
Remarkably, when patients harboring the 13q de-
letion as the sole abnormality were compared,
those from the [-FISH-TPA cohort had a signifi-
cantly lower median lymphocyte count than those
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TABLE 3. I-FISH Results from Earlier Patients, Who Had Their Tests Performed on Peripheral Blood Uncultured Cells, and More
Recent Patients, Who Had Their Analyses Performed on TPA-Stimulated Cells (Historical Comparison)

I-FISH-PBMC (n = 93)

I-FISH-TPA (n = 86)

Déhner et al. (2000)

P value
Median TFS Median (Fisher’s Median
n (%) (months) n (%) TFS (months) exact test)? n (%) TFS (months)
No abnormalities 50 (54) 107 28 (33) Not reached 0.006 57 (18) 92
13q deletion (monoallelic) 8 (9) 8 27 (31) 132 <0.001 117 (36) 49
13q deletion (biallelic) I (1) 46 5(6) Not reached 0.107
Trisomy 12 14 (15) 23 I (13) 45 0.830 47 (14) 33
I'1q deletion 6 (6) 9 7 (8) 2 0.776 56 (17) 13
17p deletion 14 (15) 5 8 (9) I 0.264 23 (7) 9

I-FISH, interphase fluorescence in situ hybridization; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; TPA, tetradecanoylphorbol acetate; n, number;

TFS, treatment-free survival.

?P values refer to comparisons between |-FISH-PBMC and I-FISH-TPA.

from the I-FISH-PBMC cohort (14.5 vs. 42.0,
P = 0.038). Interestingly, patients with biallelic
deletions did not have a statistically different
TFS compared with patients with monoallelic
deletions.

DISCUSSION

[-FISH has become a standard diagnostic tool
in the prognostic assessment of patients with
CLL, but many questions remain unsolved. I-
FISH methods were devised to perform genetic
evaluations in cells that are difficult to stimulate
to divide, or even in paraffin-embedded lymphoid
tissue. This technique is performed on interphase
nuclei and, accordingly, there is no need for cell
culture or mitogens prior to probe hybridization
and microscope analysis. However, we have
previously shown that the use of TPA-stimulated
cultured cells (I-FISH-TPA) increased the
detection of genomic aberrations compared with
uncultured mononuclear cells (I-FISH-PBMC)
(Sanchez and Aventin, 2007). The next logical
step was to assess whether these different results
were clinically relevant in terms of treatment-free
and overall survival. To accomplish this goal, we
performed a head-to-head comparison in patients
who had results both on I-FISH-TPA and I-
FISH-PBMC. Then, we performed a historical
comparison between earlier patients who only
had [-FISH-PBMC results and more recent
patients who only had I-FISH-TPA analyses
performed.

In the head-to-head comparison, five patients
with no abnormalities by I-FISH-PBMC were
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Figure 2. Treatment-free survival according to (A) I-FISH-PBMC
and (B) I-FISH-TPA abnormalities in the historical comparison (nor-
mal karyotype = black curve; 13q deletion = gray curve; P = 0.026
(A) and P = 0.498 (B), log-rank test).
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found to have trisomy 12 and 11q deletion by I-
FISH-TPA. These changes allowed for a better
prediction of TFS and OS of I-FISH-TPA com-
pared with I-FISH-PBMC. In particular, both
patients with 11q deletion had significant lymph-
adenopathy and required chemotherapy within
1 year of diagnosis, which are cardinal features of
this cytogenetic group (Dohner et al., 1997).
In nine patients, a 13q deletion revealed by I-
FISH-TPA remained undetected with I-FISH-
PBMC, but this did not change their prognostic
classification.

In the historical comparison, the detection rate
of 13q deletion as the sole abnormality was
higher in the I-FISH-TPA compared with the I-
FISH-PBMC cohort (P < 0.001). Using I-FISH-
TPA, 13q deletion was observed in 37% of
patients, whose median TFS was 107 months.
These results are almost identical to those pub-
lished by Dohner et al. (2000) in their landmark
article. In contrast, only 10% of patients with
CLL were found to have a 13q deletion as the
only aberration by I-FISH-PBMC, and their me-
dian TFS was only 18 months.

When we looked for factors that could explain
this discrepancy, we realized that in the head-to-
head comparison all patients whose [-FISH result
changed depending on the method used had a
relatively low-lymphocyte count at the time of
the analysis (median, 8.5 X 10%/L; range, 5.0-
24.0 x 10°/L), meaning that [-FISH-TPA was
particularly useful in these patients. Furthermore,
in the historical comparison patients with a 13q
deletion detected by [-FISH-TPA also had a sig-
nificantly lower lymphocyte count compared with
carlier [-FISH-PBMC patients. We hypothesize
that a proportion of patients from the I-FISH-
PBMC cohort who were considered to have a
normal karyotype possibly had a 13q deletion
that was overlooked because the lymphocyte
count was not high enough. On the other hand,
those patients from the same cohort whose 13q
deletion was indeed detected had a significantly
higher lymphocyte count (median, 42.0 x 107/L;
range, 8.0-203.0 X 10%/L.), which could explain
why their TFS was comparatively shorter.

In conclusion, I-FISH-TPA is a very reliable
technique for the purpose of prognostic stratifica-
tion of patients with CLL, particularly when their
lymphocyte count at diagnosis is not exceedingly
high. However, these results are still preliminary
and a much larger prospective study directly com-
paring the two methods should be undertaken
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before I-FISH-TPA can be recommended for

routine prognostic use in CLL.
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Resultats

3.2.3. Delecié 13q14 (Estudi IV)

3.2.3.1. Pacients i tipus de delecié

S’han seleccionat els 101 pacients de LLC dels estudis Il i lll que mitjangant la I-FISH-
TPA van presentar una delecié 13914 (figura 23, pagina 88). Es van analitzar en el
moment del diagnostic 51 pacients i els 50 restants en el seguiment de la malaltia.
D’aquests, 90 presenten la delecié 13914 com Unica alteracié, i 11 presenten altres
alteracions com (13q)+del(11q) en 5 pacients i del(13q)+del(17p) en 6 pacients.

En 79 (78%) la delecid va ser monoal-lélica i en els 22 (22%) pacients restants
bial-lelica. A la figura 26 s’observen tres nuclis interfasics mostrant els patrons
d’hibridacié amb la sonda que marca el locus DLEU(13q14) en vermell i el telomer 13q
verd. Un nucli normal (A) presenta dos senyals d’hibridacié vermells i dos verds, un
nucli amb deleci6 monoal-lélica 13q14 (B) perd un dels senyals vermells, i un nucli

amb delecié bial-lélica (C) perd els dos senyals vermells.

1 3otet

Figura 26. Nuclis interfasics amb la sonda DLEU(13q14)/

13qter mostrant diferents patrons d’hibridacio.

3.2.3.2. Comprovacio i estudi de la delecié en metafase

Realitzant les bandes G i la met-FISH, es van obtenir més de 15 metafases en 95
(94%) dels casos i no es van obtenir metafases en 6 (6%). Les metafases van ser
informatives per la delecié en 90 casos, perd no es va poder valorar el tipus degut a la
preséncia de cariotips normals no corresponents a la clona tumoral en 5 casos. En
quant a la mida de la deleci6, en metafase s’observa una deleci6 13g14
submicroscopica en 62/90 (69%), gran i visible amb bandes G en 16/90 (18%) i

submicroscopica associada a translocacio en 12/90 (13%) pacients.
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3.2.3.3. Relacié entre la mida de la delecié i el nombre d’al-lels delecionats

Tenint en compte el nombre d’al-lels delecionats i la relacié amb la mida de la delecié
13914 (taula 18), dins les monoal-léliques 47/69 (68%) pacients presenten una deleci6
submicroscopica, 16/69 (23%) pacients una delecié gran visible per CC i 6/69 (9%)
pacients una delecidé submicroscopica associada a translocacié. Dins els casos amb
delecié bial-lélica, 15/21 (71%) pacients la presenten submicroscopica i 6/21 (29%)

submicroscopica associada a translocacio.

Taula 18. Classificacio de la delecié 13q14 segons la mida i
associacio a translocacié i el nombre d’al-lels delecionats.

Tipus del(13q14) Monoal-lélica, n (%) Bial-lélica, n (%)  Total

Submicroscopica 47 (68) 15 (71) 62
Gran 16 (23) 0 (0) 16
Sub+translocacio 6 (9) 6 (29) 12
Total 69 21 90

3.2.3.4. Relacié entre la mida de la delecid i associacié a altres anomalies

En 73/90 (81%) pacients la delecié 13q14 es troba com a unica alteracio i en 17/90
(19%) pacients associada amb altres alteracions (taula 19). La delecio
submicroscopica s’observa com unica alteracié en 52 (71%) pacients i en 10 (59%)
pacients es presenta amb altres alteracions. La delecié 13q14 gran visible amb bandes
G s’observa com Uunica alteracié en 12 (17%) pacients i en 4 pacients (23%) es
presenta amb altres alteracions. La delecié 13914 associada a translocacio s’observa
com unica alteracié en 9 (12%) pacients i en 3 (18%) es presenta amb altres

alteracions.

Taula 19. Classificacio de la delecié 13q14 segons la mida i
I'associacié a altres anomalies.

Tipus del(13g14) Unica, n (%) +altres, n (%) Total
Submicroscopica 52 (71) 10 (59) 62
Gran 12 (17) 4 (23) 16
Sub+translocacié 9(12) 3(18) 12
Total 73 17 90
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3.2.3.5. Delecions submicroscopiques 13914 associades a translocacié

Els pacients amb delecié monoal-lélica associada a translocacié 4 s’han estudiats al
diagnostic i 2 en el seguiment, i els pacients amb delecié bial-lélica associada a
translocacio 2 s’han estudiat al diagnostic i 4 en el seguiment. El cariotip d’aquests
pacients i el percentatge de nuclis patologics per I-FISH es mostren a la taula 20. En 5
dels casos la delecié associada a translocacié s’afegeix al cariotip com subclona de la

clona amb delecié 13q submicroscopica o gran.

Taula 20. Dades citogenétiques dels pacients amb delecié 13q14 submicroscopica associada a
translocacié.

I-FISH %

Cas  onobial-lelica C2MotiP

1 60 46,XY,der(1)t(1;13)(q21;q14)inv(1)(q42q21)[13]/46, XY[7]""

2 15/45 46,XX 4(1;5;13)(36;q31;q14)[4] /46, XX[33] "N

3 25/38 46,XX,t(4;13)(922;q14)[2]™°/45,idem, t(4;17)(q10;q10)[15] ™ */46, X X2\

4 84 46, XX 4(9:13)(a21:q14)[31/46 XX, der(9)add(9)(p?)t(9;13)(a21;q14)[2)/46,XX,del(13)
(q14G21)[6]/46,XX[20]

5 11178 46,XX.1(1;13)(p36;q14-21)(2] 146, XX 4(13;2)(13q14;2)[2]°/46, XX, del(13)(q14q21)2"
46, XX[25]™

6 34 46,XX,t(4;13)(q32;q13-14)[3)/46 XX[17]\"

7 22/63 46,XY,t(9;13)(q31;q14-21)[15]™%/46,XY[5]™ >N

8 56 46,XY,t(10;13)(q24;q14)[41/46,XY[20]"

9 49/34 46 XY,del(11)(q14qter)[8]™°/46 XY t(1;13)(p22-31;q14)[2]™"/46, X Y[8] "N

10 3/51 46,XX,t(8;13)(p12;914)[2]7/46 XX[16]"
46,XY,4(10;13)(p14-15;q12)[4]/45,idem, t(17;20)(p12;p12)[2)/

1 83 45,idem.(4:17)(q10;10)[1)/ 45, idem,t(14:17)(q10;q10)[1)/45,idem,-17,add(17)(p12)[2}
46, XY[40]"

12 84 46,XY,t(13;20)(q14;q12)[141/46 XY[1]"

m b

, met-FISH amb una clona amb delecié submicroscopica monoal-lélica; °, met-FISH amb una clona amb delecio

submicroscopica biallélica; ¥, met-FISH amb una clona amb delecio gran monoal-lélica; N met-FISH amb una clona

normal.

3.2.3.5.1. Translocacions implicant 13q14 no descrites

Dels 12 casos amb delecié submicroscopica 13914 sociada a translocacié, 4 no han
estat descrites préviament. Les figures 27-30 mostren els cariotips i les imatges de
FISH daquestes que son: der(1)t(1;13)(g21;914)inv(1)(g42921) (cas 1),
t(1;5;13)(p36;931;914) (cas 2), 1(9;13)(q31;q14-21) (cas 7) i t1(10;13)(p14-15;912) (cas

1) (taula 20).
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El cas 1 (figura 27): (A) Cariotip d'un home amb t(1;13). (B) La met-FISH amb les
sondes de pintat cromosomic 13 (verd) i 1 (vermell) (C) van confirmar la translocacio
reciproca. (D) La sonda locus especifica 1p/1q (verda/vermella) va identificar una
inversido del cromosoma 1 en translocar-se. (E) La sonda telomérica 1q (vermella)
descarta la pérdua del telomer 1q en la translocaci6 amb inversid

der(1)t(1;13)(921;q914)inv(1)(q42921).

El cas 2 (figura 28): (A) Cariotip d’'una dona amb els cromosomes 1p+, 13g- i 5g-,
suggerint una translocacié implicant tres cromosomes. (B) La met-FISH amb la sonda
locus especifica 1p/1q (verda/vermella) i el pintat cromosdmic 13 (verd) (B) va
demostrar que en la translocacié estava implicat un tercer cromosoma. (C) La sonda
locus especifica 5qg/5p (vermella/verda) va confirmar la translocacio

t(1;15;13)(p36;931;q14).

Els cas 7 (figura 29): (A) cariotip d'un home amb una {(9;13). (B) La FISH en
metafase amb la sonda locus especifica 9q (vermella) i el pintat cromosomic 13 (verd)

va confirmar la t1(9;13)(q31;q14-21).

El cas 11 (figura 30): (A) Cariotip d’'un home amb un cromosoma 10p+ i un petit
suggestiu de 13g-. (B) La FISH en metafase amb els pintats cromosdmics 10 (vermell)
i 13 (verd) van confirmar la translocacio reciproca t(10;13)(p14-15;912). Aquest cas a
mes, va presentar translocacions jumping implicant el cromosoma 17 amb altres

partners, en aquest cas el cromosoma 4.
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L=l 121/

Figura 27. Cas 1. Cariotip (A) i FISH sequencial amb les sondes XCP13 (B), WC1 (C) i LSI 1g21/1p36

mostrant una t(1;13)(q21;q14) associada a inv(1) (D), conservant els telomers 1q (E). Les fletxes

indiquen els cromosomes implicats en la translocacio.
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Figura 28. Cas 2. Cariotip (A) i imatges de FISH sequencial amb les sondes LSI 19g21/1p36 i XCP13 (B).
La sonda LSI 5q31/5p15 (C) confirma la translocacio triple t(1;5;13) (p36;931;q14). Les fletxes indiquen

els cromosomes implicats en la translocacio.
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Figura 29. Cas 7. Cariotip (A) i imatge de FISH (B) amb les sondes ABL(9934) i XCP13 mostrant una

t(9;13)(g31;914-21). Les fletxes indiquen els cromosomes implicats en la translocacid.
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Figura 30. Cas 11. Cariotip (A) i imatge de FISH amb les sondes XCP10 i XCP13 (B) mostrant la

t(10;13)(p14-15;912). Les fletxes indiquen els cromosomes implicats en la translocacio.
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3.3. NEOPLASIES DE CEL-LULES PLASMATIQUES

3.3.1. Deteccié d'alteracions cromosomiques mitjangant I-FISH en cél-lules

plasmatiques purificades vs. I-FISH en cultius de MO (Estudi V)

3.3.1.1. Pacients

S’ha realitzat la separacié immunomagnética de CP mitjangant particules MACS en
221 pacients i mitjangant la I-FISH en CP (I-FISH-CP) s’ha estudiat la preséncia
d’alteracions del cromosoma 13. En 87/221 (39%) dels pacients s’ha identificat una
delecié 13q14 o monosomia 13. S’ha considerat la monosomia com la delecié 13q14 +
delecié 13q34. S’han seleccionat 61 pacients, 2 diagnosticats de GMSI i 59 de MM, 32
d’ells estudiats en el diagndstic i 29 en el seguiment de la malaltia, que mitjancant |-
FISH-CP han presentat alteracions del cromosoma 13 i dels quals també es disposava
de cultiu de MO amb o sense l'estimulant TPA (figura 24, pagina 89). S’ha realitzat
també la I-FISH preparacions que procedien del cultiu de MO (I-FISH-MO) i s’han
comparat el nombre de nuclis patologics observats en ambdues metodologies.

En tots els pacients, s’ha realitzat el recompte de CP en extensions de MO tenyides
amb MGG, per tal d’avaluar el percentatge de CP de cada mostra. El percentatge mitja

de CP en MO va ser del 28% (rang 6-95%) (taula 21).

Taula 21. Dades biologiques i genétiques dels 61 pacients.

% CP, mediana (rang) 28 (6-95)
Delecié 13914, n (%) 11 (18)
Delecié 13q14+13q34, n (%) 50 (82)
% nuclis patologics I-FISH-CP, X+SD 73+21,3
% nuclis patologics I-FISH-MO, X+SD 10+10,3
Casos patologics I-FISH-CP, n (%) 61 (100)
Casos patologics I-FISH-MO, n (%) 16 (26)
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3.3.1.2. Deteccid d’alteracions i comparacioé dels resultats de I-FISH en cél-lules
plasmatiques vs. I-FISH en cultiu de MO

Mitjangant I-FISH-CP s’ha observat una del(13q14) en 11/61 (18%) dels pacients i una
del(13g14)+del(13934) en 50/61 (82%) dels pacients i el percentatge mitja de nuclis
patoldgics observat és del 73%+21,3%, i I'observat mitjangant I-FISH-MO és del
10%+10,3% (taula 21).

S’ha comparat el percentatge de nuclis anomals obtingut en la I-FISH-CP i en la |-
FISH-MO mitjangant la correlacié de Pearson (r=0,390 i P=0,002) (figura 31).
S’observa que a mida que augmenta el percentatge de nuclis patoldgics amb la |-
FISH-CP, en la majoria dels casos el percentatge de nuclis patologics en la I-FISH-MO
es situa per sota del valor de positivitat (cut-off 211%, taula17, pagina 96). Mentre que
tots els pacients seleccionats presenten alteracions dels cromosoma 13 amb la I-FISH-
CP (cut-off 220%), mitjangant la I-FISH-MO unicament en 16/61 (26%) dels pacients
van ser patologics (taula 21). No s’han observat diferéncies entre els resultats de I-
FISH-MO sense estimular i estimulats amb TPA.
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Figura 31. Comparacio del percentatge de nuclis anomals per I-FISH en cultiu de
MO i en CP mitjangant la correlacié de Pearson. Les linies vermelles indiquen els

cut-off.
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3.3.1.3. Deteccié d’alteracions mitjangant I-FISH en cultiu de MO en relacié al
recompte de cél-lules plasmatiques
S’ha relacionat recompte de CP en extensié de MO tenyides amb MGG amb el nombre
de casos patologics mitjangant I-FISH-MO (taula 22). Els pacients s’han classificat en
3 categories en funcié del recompte de CP. En el grup de baix percentatge de CP (6-
24%) cap dels casos va ser positiu mitjangant I-FISH-MO, en el grup de percentatge
intermedi de CP (25-40%) 5 dels casos van ser positius per I-FISH-MO i en el grup
d’alt percentatge de CP (41-95%) 11 dels casos van presentar alteracions del
cromosoma 13 mitjangant I-FISH-MO. Només el 25% dels casos amb un percentatge
intermedi de CP i el 65% dels casos amb un percentatge alt de CP sén detectats com

patologics mitjangant I-FISH-MO.

Taula 22. Freqliéncia de casos patologics per I-FISH-MO en
relacié al recompte de CP en MO realitzat préviament.
Casos anomals

% CP n I-FISH-MO, n (%)
6-24 24 0 (0)
25-40 20 5 (25)
41-95 17 11 (65)
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41.LLA-B

4.1.1. Identificacié de noves translocacions amb implicacié del gen IGH

La LLA-B es caracteritza per la preséncia de determinades alteracions cromosomiques
recurrents que, segons la classificacié de la WHO, per si mateixes donen entitat propia
a la leucémia diferenciant-la de la resta per mostrar un comportament clinic concret.
Translocacions com la 1(9;22)(q34;921)/BCR-ABL1, la t(12;21)(p13;922)/ETV6-
RUNX1, les translocacions de 11923/MLL amb diferents partners,
t(1;19)(g23;p13.3)/TCF3-PBX1 o wun cariotip hipo/hiperdiploide entre daltres
determinen en la LLA-B un pronostic i evolucié dels pacients ben definits (WHO 2008).
Les translocacions amb implicacié del gen /IGH soén frequents en le neoplasies de
limfocits B madurs perd sén rares en la LLA-B. A l'estudi | s’han identificat dues
translocacions amb implicaci6 del gen IGH amb dos nous partners: la

£(2;14)(q14.3;32) i la t(14:17)(g32;921).

Importancia de la FISH i altres técniques en la deteccid de noves translocacions

La FISH amb la sonda comercial IGH breakapart va confirmar la implicacié del gen.
Aquesta técnica de citogenética molecular és un métode facil i efectiu per a la deteccio
de translocacions del gen IGH (Harrison et al. 2010), i en metafase, permet localitzar
els partners contribuint a la identificacid6 de nous gens implicats en la transformacio
leucémica. Aquesta sonda marca la regi6é telomeérica del segment C del gen /IGH amb
un fluorocrom i la regi6 telomérica del segment V del gen amb un altre fluorocrom. En
la normalitat, els dos fluorocroms es troben fisicament adjacents, perd quan es dona
una translocacio, I'extrem teloméric es desplaga des del cromosoma 14 fins al nou
partner produint una senyal d’split. Seria recomanable realitzar un screening de FISH
amb la sonda per tal de detectar de translocacions de /GH, ja que com s’ha observat,

aquestes de vegades son criptiques.
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En els ultims anys, estudis de FISH i de clonatge molecular han identificat noves
translocacions de IGH que involucren importants gens del desenvolupament
hematopoétic, observant-se en el 4% en nens i 11% en adults en la LLA-B (Russell et
al. 2012; Moorman et al. 2012). Mitjangant aquestes técniques s’ha descrit que en la
t(14;17)(932;921) el gen que cau sota la regulacié del promotor de IGH és el IGF2BP1
(insuline-like growth factor 2 mRNA binding protein 1) (Dyer et al. 2010). Aquest gen
principalment s’expressa durant el desenvolupament embrionari i codifica una proteina
d'unié a 'ARN que rarament s’expressa en l'adult. Altres gens de la mateixa familia,
com IGFBP1 i IGFBP3, estan relacionats amb la patogénia de determinats cancers
agressius com el carcinoma ovaric o altres neoplasies com el liposarcoma, el cancer
de fetge o I'adenocarcinoma d’endometri. Es pensa que en LLA-B podria incrementar
la traduccié de proteines oncogéniques (Bell et al. 2013). En la 1(2;14)(q14.3;932) no
s’ha aconseguit identificar I'altre gen implicat.

Malgrat la raresa de les translocacions de IGH en la LLA-B, s’ha descrit que les
translocacions criptiques t(X;14)(p22;932) o t(Y;14)(p11;32) implicant en gen CRLF2
serien les més frequent, seguides per les translocacions amb gens de la familia CEBP
(19913/CEBPA-CEBPG, 20913/CEBPB, 8q11/CEBPD i 14q11/CEBPE),
t(14;18)(q32;921)/BCL2 (identificada més recentment) i 1(6;14)(p22;932)/ID4. Aquestes
translocacions a nivell molecular sén especifiques de la LLA-B, i no s’observen en les
hemopaties malignes de limfocits madurs a excepcio de la t(14;18)/BCL2. La resta de

casos semblen ser més esporadics (Dyer et al. 2010; Chapiro et al. 2013).

Caracteristiques clinico-biologiques de les translocacions amb implicacié del
gen IGH

Aquestes translocacions acostumen a presentar-se en major incidéncia en pacients
adolescents i adults joves, com és el cas dels pacients descrits, reflectint que tenen un
origen post-natal més que fetal, i amb un recompte de leucocits baix i immunofenotip

comu/pre-B (Harrison 2009). Els casos exposats sén dos pacients adolescents. El
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pacient amb la t(2;14)(q14.3;q32) va ser diagnosticat al setembre 2005 i va iniciar la
terapia d’induccié seguint el protocol PETHEMA de la LLA-B. Al nhovembre del 2006 va
recaure i es va sotmetre a transplantament al-logénic de MO aconseguint la remissio
completa, perd a finals del 2009 va ser eéxitus. ElI pacient amb Ia
t(14;17)(932;921)/IGF2BP1 es va diagnosticar al maig del 2004 i va seguir el protocol
ALL-99 SHOP aconseguint la remissié completa. En I'tltim seguiment que consta del

juliol del 2011 el pacient es trobava lliure de malaltia.

Proposta d'un nou subgrup dins la classificacié de la WHO

La identificacio de les translocacions t(2;14)(q14.3;932) i t(14;17)(g32;921) contribueix
a la creaci6 dins la LLA-B d’'un nou subgrup de pacients amb translocaci6 implicant el
gen IGH que es presenta en adolescents i adults joves. Aquestes translocacions amb
heterogeneitat de partners impliquen nous mecanismes leucémics que poden ser
diana de noves terapies. Ara per ara, la importancia clinica d’aquestes translocacions
no esta ben definida degut a la poca incidéncia en la que apareixen individualment, a
que els pacients han estat seleccionats de diferents centres al llarg dels anys i han
seguit diferents protocols de tractament. A més, el pronostic estaria relacionat amb el
segon gen implicat i sembla, que la translocacié amb determinats partners com CLRF2
podrien determinar una pitjor evolucié (Moorman et al. 2012). Sén necessaris més
estudis prospectius per aclarir el seu pronostic (Dyer et al. 2010; Harrison 2011;

Chapiro et al. 2013).

42.LLC

4.2.1. Limitacions de I’analisi citogenética convencional i importancia de la FISH

en interfase en la deteccié d’alteracions

En els darrers anys, I'analisi CC es va deixar de banda en el diagnostic rutinari de la
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LLC. El fet que aquesta sigui una hemopatia de limfocits B madurs ha limitat I'analisi
CC degut a la dificultat dels limfocits a dividir-se i 'escassa obtencié de metafase
inclis amb meétodes d’estimulacid cel-lular classics com la PHA, el PWM, el
lipopolisacaris o el TPA, i a la baixa resolucid per a determinades alteracions
cromosomiques, en favor de la I-FISH, més sensible pero restringida a les sondes
d’ADN seleccionades. L’aplicaci6 de la I-FISH amb sondes de regions cromosomiques
particularment propenses a alterar-se, identificades gracies als estudis de CC, han
solventat aquestes limitacions. Diferents estudis confirmen que la I-FISH identifica més
alteracions cromosomiques que el cariotip (Dohner et al. 1999; Chena et al. 2003;
Aoun et al. 2004; Van Dyke et al. 2007). La I-FISH aplicada juntament amb la técnica
de separaci6 de CMGD ha esdevingut la metodologia estandard emprada en el
diagnostic citogenétic i pronostic d’aquests pacients, per ser una metodologia facil que

no necessita cultivar cél-lules ni que aquestes estiguin en divisié.

4.2.2. Deteccio d’alteracions cromosomiques i comparacio dels resultats de la I-
FISH en cultius estimulats amb TPA vs. I-FISH en cél-lules mononucleades

separades per gradient de densitat.

En els estudis Il i lll s’ha comparat la I-FISH en CMGD amb la I-FISH en cultius
estimulats amb TPA per a la deteccié d’alteracions cromosomiques.

En l'estudi I, la mitjana de nuclis patologics observats mitjancant I-FISH-TPA és
significativament superior que la observada per I-FISH-CMGD (39% vs. 10%, P
<0.001). La I-FISH-TPA ha detectat un 78% d’alteracions clonals vs. 51% de la I-FISH-
CMGD, identificant 15 casos discrepants alteracions cromosdmiques que han passat
desapercebudes mitjancant les CMGD. En la comparacio en paral-lel de 'estudi lll, la
taxa de deteccio de la I-FISH-TPA és del 80% vs. 57% de la I-FISH-CMGD (P =0.014)

i s’han identificat 13 casos discrepants.
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En la comparacié historica de I'estudi lll, s’ha comparat la deteccié d’alteracions en
dos grups independents de pacients separats en el temps, el grup de I-FISH-CMGD
estudiats durant els primers anys de diagnostic citogenétic de la LLC i el grup de |-
FISH-TPA estudiats durant els darrers anys. S’han detectat més alteracions
cromosomiques en el grup de I-FISH-TPA que en el grup de I-FISH-CMGD (67% vs.
46%, P =0.006). La taxa de detecci6 de les delecions 11923, 17p13 i trisomia 12 és
similar en els dos grups, pero la deteccido de la deleci6 13914 és més freqlient

mitjangant I-FISH-TPA (10% vs. 37%, P =0.006).

Importancia de la I-FISH en cultius estimulats amb TPA en relaci6 a la detecci6
d’alteracions

Els resultats dels estudis Il i lll indiquen que la I-FISH-TPA incrementa el percentatge
de nuclis patologics quan es compara amb la |-FISH-CMGD. Aquest increment es
podria explicar per I'efecte estimulador del TPA sobre els limfocits B, induint-los a sortir
de l'estadi de quiescéncia i dividir-se, o0 a que la metodologia de CMGD és menys
efectiva del que s’esperava. Els casos discrepants normals mitjangcant CMGD pero
patologics en la I-FISH-TPA, poden ser deguts a que la resta de tipus cel-lulars
obtinguts en la fracci6 de CMGD com els limfocits T o els limfocits B no leucémics han
emmascarat els limfocits B tumorals i per tant no s’han detectat les alteracions. En la
comparacio historica 'augment d’alteracions cromosdmiques en el grup més recent de
pacients estudiats mitjangant I-FISH-TPA es creu que és deguda a I'efecte estimulador
del TPA i no a un increment de mutacions al llarg dels anys. Possiblement, dins del
grup de pacients més antic hi ha pacients considerats normals que tenen
emmascarada una delecié 13q14 que no s’hauria detectat per no tenir un recompte de
limfocits suficientment alt. En aquests casos normals, seria convenient realitzar I'estudi
de FISH durant seguiment de la malaltia per tal de detectar les alteracions que no
hagin estat identificades.

En la revisié de la literatura gairebé no existeixen publicacions que facin mencié a la
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utilitzacié cél-lules estimulades amb TPA per a la I-FISH, ni que es compari amb la I-
FISH en CMGD. Fins on tenim constancia, només la publicacié d’'un altre grup fa
referéncia als resultats de l'estudi Il (el-Taweel et al. 2009) que compara en 46
pacients la I-FISH en CMGD i en cultius estimulats amb TPA amb o sense IL2 per tal
d’avaluar quina és la millor metodologia en el diagnostic citogenétic de la LLC. El-
Taweel et al. obtenen resultats equivalents en la |-FISH en cultius estimulats i la I-
FISH-CMGD amb percentatges de nuclis patologics similars. Només 4 casos van ser
discordants pero tots tenien una clona tumoral petita amb resultats propers al valor de
positivitat. Aquests resultats no es correlacionen amb els de I'estudi Il perd tampoc sén
contraris ja que, I'equivaléncia de resultats permet utilitzar una mateixa mostra de SP
estimulada per realitzat tant I'estudi de I-FISH, com l'analisi CC o la met-FISH. Per
explicar aquestes diferéncies s’haurien d’analitzar els protocols de separacié de
CMGD i cultius cel-lulars emprats, el recompte de limfocits dels pacients, aixi com la
variabilitat inter/intraobservador a I'hora de valorar els resultats de I-FISH. Segons els
resultats dels estudis Il i Ill, la I-FISH-TPA és un métode fiable de deteccid de les

alteracions cromosomiques.

Importancia de la FISH en metafase

Les alteracions identificades mitjangant I-FISH-TPA han pogut ser confirmades en
metafase gracies a I'estimulacié generada pel TPA, contrariament al que succeeix amb
les CMGD que només es poden analitzar en interfase. Pero, moltes de les alteracions
probablement no s’haurien confirmat utilitzant només la CC. Ha estat necessaria la
utilitzacié de la met-FISH per confirmar la majoria de les delecions 13q14 i alguns
casos amb delecié 11923 ja que s’ha publicat anteriorment (Stockero et al. 2006), els
pacients poden presentar un cariotip normal perd amb delecions submicroscopiques
només detectables per met-FISH. Per altra banda, els casos que presenten poques
metafases patologiques, en contrast amb un elevat nombre de nuclis patologics, pot

ser degut a que existeix un predomini de metafases de limfocits no leucémics i a la
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dificultat en I'obtencié de metafases dels limfocits tumorals. En cap cas es pensa que
el TPA sigui un inductor de les anomalies cromosomiques, ja que en els controls de

SP utilitzats no s’han identificat aquestes alteracions.

Comparacié de les metodologies de separacié de cél-lules mononuclears per
gradient de densitat i cultius estimulats amb TPA

L’estimulacié dels cultius de SP amb el mitbgen TPA contribueix a incrementar el
percentatge de nuclis patologics i augmentar la deteccié d’alteracions cromosomiques.
A més, permet realitzar un estudi de CC per confirmar les alteracions identificades en
la I-FISH i valorar globalment el cariotip amb la mateixa mostra. Aquesta metodologia
és facilment aplicable a la rutina del laboratori i dona opci6 a realitzar estudis de CC, I-
FISH i met-FISH. En canvi, la separacié de CMGD és una técnica que, encara que és
de facil realitzacio i es poden obtenir els resultats en un temps molt inferior, se surt de
la rutina diaria del cultiu cel-lular requerint més recursos de personal i en el nostre cas,
tal com els resultats indiquen, no és una metodologia del tot satisfactoria. A més, limita

I’estudi Unicament a la interfase.

4.2.3. Valoracioé del recompte de limfocits absolut

En I'estudi Il s’ha observat que els 15 casos discordants patoldgics només mitjangant I-
FISH-TPA presenten una lleugera limfocitosi, inferior a la resta dels pacients. L’analisi
estadistica indica que un recompte de limfocits absolut inferior a 8,7x10%L és un valor
critic per sota del qual és recomanable realitzar la técnica de I-FISH-TPA en lloc de la
I-FISH-CMGD (P =0.037). En la comparacio en paral-lel de I'estudi lll, s’observa que el
recompte de limfocits absolut mitja en els casos discrepants és inferior a la resta
(8,5x10%/L vs. 25,5x10%L, P <0.001). En la comparacié historica, els pacients amb
delecié 13q14 del grup TPA tenen un recompte de limfocits inferior als que tenen la

delecié en el grup de CMGD (14.5x10°%/L vs. 42x10%/L, P =0.038).
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Importancia de la I-FISH en cultius estimulats amb TPA en relacié al recompte de
limfocits

Els casos discrepants presenten un recompte de limfocits baix i per tant pocs limfocits
leucémics que podrien quedar emmascarats entre els altres tipus cel-lulars i
necessitarien ser estimulats per ser detectats. En canvi, en la resta dels casos la
poblacié de limfocits tumorals és més elevada i les alteracions possiblement es
detectin més facilment sense la necessitat d’estimulacio. Els resultats suggereixen que
'estudi amb TPA identifica les alteracions en un estadi més inicial de la malaltia amb
un recompte de limfocits inferior i les CMGD en estadis més avangats amb un

recompte de limfocits superior.

4.2.4. Comparacié de la SLT i SG mitjangant I-FISH en cultius estimulats amb

TPA i en cél-lules mononucleades separades per gradient de densitat

Fent un pas més per avaluar la utilitat del TPA per a I'estudi interfasic de la LLC, s’ha
analitzat si la diferéncia en els resultats entre la I-FISH en cultius estimulats amb TPA i
en CMGD té implicacions cliniques rellevants pel que fa ala SLT i SG.

En la comparacio en paral-lel de I'estudi Il la I-FISH-TPA ha millorat la prediccié de la
SLT comparada amb la I-FISH-CMGD (P =0.031 vs. 0.166) i millora la prediccio de la
SG (P =0.007 vs. 0.017) com s’observa per una millor separacié de les corbes de
supervivencia.

En la comparacié historica de 'estudi Il analitzant en detall els pacients amb i sense
delecié 13q14, els pacients del grup de I-FISH-CMGD amb delecié 13q14 tenen una
SLT més curta que els pacients normals (18 vs. 107 mesos, P =0.026), i els pacients
del grup de I-FISH-TPA amb deleci6 tenen una SLT similar als normals (132 mesos vs.
no aconseguida, P =0.498). Cal remarcar que els pacients del grup I-FISH-CMGD

tenen més temps de seguiment de la malaltia que els I-FISH-TPA degut a que sén
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pacients més antics. Per altra banda, no s’observen diferéncies significatives entre la

SLT dels pacients amb delecidé 13g14 bial-l€lica i monoal-lélica.

Valor prondstic de la I-FISH en cultius estimulats amb TPA

Mitjangant la I-FISH-CMGD Doéhner et al. van determinar un model jerarquic per el qual
la SLT de les delecions 17p13, 11923, trisomia 12, FISH normal i delecié 13914 com
Unica alteracio s’establia en 9, 13, 33, 49 i 92 mesos, respectivament (Doéhner et al.
2000), per tant, I'abséncia d’alteracions o la delecié 13914 es consederen de bon
pronostic, la trisomia 12 i delecié 11923 de intermedi/mal pronostic i la delecié 17p13
de mal pronostic. En la comparacioé en paral-lel de I'estudi lll s’han identificat 13 casos
discrepants normals mitjangant I-FISH-CMGD perd amb alteracions en la I-FISH-TPA.
D’aquests, 8 casos van presentar una delecié 13q14 i, si seguim el model de Donher
et al. aquests pacients no van canviar de grup pronostic. Pero els 5 casos restants van
canviar de grup pronostic passant de bon prondstic a intermedi/mal prondstic per
presentar trisomia 12 o delecid 11923. Aquests canvis de grup pronostic detectats
gracies I'estimulacié amb TPA han permés una millor prediccié de la SLT i SG. A més,
'evolucié d’aquests pacients s’ajusta més a les alteracions cromosomiques
identificades mitjancant la I-FISH-TPA. Concretament, dos dels pacients en els que es
va identificar la delecié 11923 presentaven les adenopaties tipiques de I'alteracio i van
requerir tractament. Habitualment, en els pacients amb delecions de P53 i ATM
s’observa un estadi més avancat de la malaltia que la resta per la preséncia
d’esplenomegalia, adenopaties i simptomes B. Analitzant en detall els pacients amb
delecié 13q14, mitjancant I-FISH-CMGD s’observen en el 10% i tenen una SLT més
curta que els normals, i mitjangant I-FISH-TPA s’observa en el 37% dels pacients i
tenen una SLT similar als normals. Aquest resultat és similar a la freqliéncia observada
per Dohner et al. en CMGD que descriuen un 36% de casos amb delecié 13q14 com
Unica alteracio, perd en contrast, tenen una SLT més llarga que els normals (92 vs. 49

mesos). Donant explicacié als factors d’aquestes discrepancies es pot dir que el

143



Discussio

diagnostic mitjangant I'estimulacié amb TPA s’ha realitzat en estadis més inicials de la
malaltia i per aquest motiu presenten una SLT més allargada similar als pacients
normals. En canvi, quan la técnica de I-FISH-CMGD és capacg de detectar I'alteracio,
els pacient ja presenten un estadi més avangat de la malaltia amb una SLT inferior als
pacients normals. Els resultats recolzen aquesta hipotesi, ja que els pacients amb
delecié 13914 del grup TPA tenen un recompte de limfocits inferior als del grup de
CMGD, i els pacients del grup de CMGD amb delecié 13q14 van presentar un
recompte de limfocits més elevat.

Respecte a la SLT entre els pacients amb delecié 13g14 bial-lélica i monoal-lélica no
observem diferéncies com succeeix en altres publicacions (Van Dyke, et al. 2010; Dal
Bo et al. 2011) perd, altres fan referéncia a pitjor supervivéncia (Dewald et al. 2003;
Chena et al. 2008). Es necessari valorar el pronostic d’aquestes alteracions en un grup

de pacients més ampli.

Importancia de la metodologia utilitzada en la deteccio6 d’alteracions

Des que Doéhner et al. a 'any 2000 van establir grups prondstic en funcié de les
alteracions cromosomiques, és recomanable realitzar en els pacients de LLC un estudi
de FISH en el diagndstic o abans d'’iniciar el tractament, principalment per identificar
aquells pacients amb delecié de 17p13/P53 que no responen al tractament
convencional i que tenen una progressio rapida i curta supervivéncia. Aixi, el iwCLL
recomana l'estudi de I-FISH per al diagnostic i tractament de la LLC (Hallek et al.
2008). En els darrers anys, ha cobrat importancia la quantificacié de la clona tumoral
en l'evolucié de la malaltia, conferint un pitjor pronostic a aquells pacients amb un
determinat percentatge de nuclis patologics (Catovsky et al. 2004, Rudenko et al.
2008; Hernandez et al. 2009; Van Dyke et al. 2010; Hernandez et al. 2011; Dal Bo et
al. 2011). En els estudis Il'i lll la clona tumoral va augmentar amb la utilitzacié del TPA
en molts dels casos perd en 2 casos amb delecié de P53, el percentatge de nuclis

patoldgics va disminuir. S’hauria d’analitzar en aquests casos I'efecte del TPA o inclus
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la influéncia del temps de cultiu sobre els limfocits amb delecié de P53, com succeeix
en la LMC on el nombre de nuclis BCR-ABL positius varia en funcié del temps de cultiu
(Wilkens et al. 1999). En aquests casos o els que tinguin valors propers a la positivitat
seria convenient realitzar més estudis citogenétics durant el seguiment de la malaltia
per valorar I'evolucié de la clona tumoral. Aquest és el primer estudi que avalua la
importancia clinica de la utilitzacio de la I-FISH en cultius de SP estimulats amb TPA.
A partir dels nostres resultats és important remarcar que s’ha de posar especial interés
en la metodologia utilitzada a I'hora de realitzar nous assajos clinics basats en la

quantificacié de les cél-lules en interfase.

4.2.5. Caracteritzacio de les delecions 13q14

Malgrat la dificultat d’obtenir metafases en els pacients amb LLC, en I'estudi IV s’han
seleccionat els pacients que han presentat una delecié 13g14 mitjancant I-FISH-TPA i
s’ha realitzat el cariotip i la met-FISH del mateix botd cel-lular per caracteritzar

I'heterogeneitat d’aquestes delecions.

4.2.5.1. Obtencié de metafases en cultius de SP estimulats amb TPA

Mitjancant el cultiu de SP estimulat amb TPA hem obtingut més de 15 metafases en el
94% dels casos amb delecié 13914 i només en el 6% I'estimulaci6 amb TPA no ha
estat exitosa. En 5 dels casos en que s’han obtingut metafases, les bandes G i la met-
FISH sén normals i per tant, no pertanyen a la clona de limfocits B tumorals sind que
son metafases de limfocits B o T normals o d’altres tipus cel-lulars de la SP. En el 89%

dels casos les metafases han proporcionat informacié del tipus de deleci6é 13q14.

Valoraci6 de I'obtenci6 de metafases
La recerca continua dels mitdgens més efectius en I'estimulacié dels limfocits B ha fet

reprendre l'analisi CC en aquests pacients. Algunes publicacions situen la taxa

145



Discussio

d’obtencié de metafases al voltant de 93% mitjancant estimulants com el CD40L
(Buhmann et al. 2002; Mayr et al. 2006), o 95-98% amb els oligonucleotids CpG
combinat amb IL-2 (Dicker et al. 2006; Haferlach et al. 2007). Aquestes estudis
detecten entre el 83%-89% de casos amb alteracions cromosdmiques. En el nostre
cas per0, no s’ha estudiat la taxa d’obtencié de metafases ni d’alteracions global ja
que, hem analitzat en metafase unicament els pacients amb delecié 13q14. Si
existeixen diferéncies en I'obtencié de metafases respecte els casos normals o amb
altres alteracions cromosomiques esta per determinar. La utilitzacié de nous mitdgens
com els oligonucleotids CpG ha augmentat I'obtencié de metafases tumorals. Estudis
comparatius de CC assenyalen que I'estimulacio amb TPA és superior a I'estimulacié
amb oligonucleodtids CpG + IL-2 en quant a l'obtencié de metafases, resolucio de
bandes i deteccié d’anomalies perd, recomanen que s'utilitzin conjuntament tots tres
mitdogens i com a complement de la FISH (Wren et al. 2010).

La nostra experiéncia en els cultius de SP estimulats amb TPA és satisfactoria ja que
és una metodologia facilment aplicable, s’obtenen metafases de la clona tumoral de
qualitat acceptable i ens permet I'analisi de CC i de FISH en metafase i interfase amb

una mateixa mostra.

4.2.5.2. Mida de la delecié 13g14 i la seva importancia

Segons els resultats de l'estudi IV, la deleci6 més frequent és la submicroscopica
intersticial (69%) seguida de la delecié gran (18%) identificable per bandes G que
afecta a varies bandes cromosomiques i la delecid6 submicroscopica associada a
translocaciéo (13%). La dificultat per identificar les delecions i avaluar la mida
d’'aquestes en 'analisi de CC pot ser de vegades poc objectiu si els cromosomes son
de baixa qualitat, a més de I'existéncia de delecions criptiques (Stockero et al. 2006).
Com hem pogut comprovar, és de gran utilitat realitzar la met-FISH, ja que molts de
cariotips amb cromosomes 13 aparentment normals han enmascararat delecions

submicroscopiques. En altres casos que el cromosoma 13 sembli delecionat i la FISH
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sigui normal, s’haurien d’analitzar altres sondes per descartar si es tracta d’'una delecio
real d’altres locus o és degut a la qualitat dels cromosomes, ja que encara que
nosaltres hem estudiat el locus DLEU, existeixen altres gens com el RB i altres locus
propensos a la delecid (Struski et al. 2007). Si la mida de la delecié té importancia en
el pronostic esta per definir perd alguns estudis indiquen que les delecions més

extenses tenen pitjor pronostic (Parker et al. 2011).

4.2.5.3. Nombre d’al-lels delecionats i la seva importancia

Les delecions monoal-léliques son més frequents que les bial-leliques (78% vs. 22%).
En altres publicacions, el 18-30% de les delecions sén bial-léliques, similar als nostres
resultats (Haferlach et al. 2007; Garg et al. 2012; Puiggros et al. 2013). El pronostic
d’'aquestes delecions és un tema controvertit. Els primers estudis indicaven que la
delecio bial-lelica presentava pitjor pronostic (Dewald et al. 2003; Chena et al. 2008),
perd en estudis més recents sembla que no s’observen diferéncies (Dal Bo et al. 2011;
Garg et al. 2012; Van Dyke et al. 2013). El darrer estudi de Puiggros et al. en
col-laboraci6 amb el Grupo Cooperativo Esparfiol de Citogenética Hematolbgica
(GCECGH) i el Grupo Esparol de Leucemia Linfatica Crénica (GELLC) realitzat en 627
pacients, s’observa que els pacients amb delecio bial-lelica no presenten pitjor

pronostic que els pacients amb delecié monoal-l¢lica.

4.2.5.4. Relacié entre la mida i nombre d’al-lels delecionats i els mecanismes
d’origen

Dins les delecions monoal-léliques el 68% dels pacients presenten delecio
submicroscopica, el 23% gran i el 9% submicroscopica associada a delecié. Dins els
pacients amb delecid bial-lelica en el 71% és submicroscopica, el 29% és
submicroscopica associada a translocacié i en cap cas la delecio és gran.

La frequéncia de les diferents delecions en relaci6 a la mida i al nombre d’al-lels

delecionats és similar en les submicroscopiques que s’observen en proporcions
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semblants entre les monoal-léliques i les bial-léliques, perd hi ha diferéncies notables
en les delecions grans que només son monoal-léliques, i en les associades a
translocacio que sén més freqients dins de les bial-léliques (9% vs. 29%). Aixo podria
suggerir que aquestes delecions tenen diferents mecanismes d’origen. En el cas de les
submicroscopiques, grans i monoal-léliques s’originarien per delecioé simple. En el cas
de les delecions bial-léliques, la FISH detecta a més, una clona amb delecid
monoal-lélica i la clona normal. En alguns casos amb delecié associada a translocacio,
aquesta apareix com a subclona, ja que existeix a més una altra clona amb delecié
perd no associada a translocacid. Aquestes dades suggereixen que les delecions
bial-leliques i les associades a translocacié podrien originar-se degut a I'evolucié clonal
o0 un estadi més avancat de la malaltia. En el nostre estudi, hi ha indicis de que
s’associin en més frequéncia a altres alteracions en el cariotip perd, seria necessari
ampliar el nombre de casos per confirmar-ho. S’haurien de realitzar més estudis durant
el seguiment d’aquests pacients per avaluar si aquestes delecions s’afegeixen degut a

I’evolucio de la malaltia.

4.2.5.5. Delecions submicroscopiques 13q14 associades a translocacidé

Hem observat que en el 13% dels pacients amb delecié 13q14 aquesta s’associa a
translocacio. Altres publicacions citen que les translocacions 13q14 s’observen entre el
7-16% se forma similar als nostres resultats (Mayr et al. 2006; Haferlach et al. 2007;
Wren et al. 2010). Gardiner et al. van identificar mitjancant CC amb cultius estimulats
TPA un 6,6% de casos amb translocaci6é de 13q14 i en un 5% d’aquests amb delecio
associada. La publicacié menciona que degut a I'evolucié clonal, les translocacions es
podrien originar com esdeveniment secundari de progressié donant lloc a una delecio
bial-lelica. No van observar diferéncies cliniques entre els casos translocats i els casos
només delecionats, suggerint que la importancia d’aquestes translocacions recau en la
pérdua del locus més que en la reorganitzacié estructural o partner implicat (Gardiner

et al. 1997). Les translocacions de 13q14 s’associen freqlientment a una delecid, per
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tant, davant la identificacié d’'una translocacié del cromosoma 13 seria recomanable
descartar un delecié 13q14 associada (Gardiner et al. 1997; Struski et al. 2007,
Herholz et al. 2007). Pero, el valor pronostic de les translocacions en la LLC encara no
és clar. Contrariament, estudis més recents indiqguen una clara associacié entre la
preséncia de translocacions i prondstic menys favorable, i en concret les
translocacions no equilibrades (Mayr et al. 2006; Van Den Neste et al. 2007). Mayr et
al. descriuen que pacients amb delecié 13q14 associada a translocacio presenten una
SLT més curta que els pacients amb delecié Unica. A més, descarten 'aparicié de la
translocacié com a consequeéncia del tractament, perd si que es pensa que podria ser
deguda a l'evolucié clonal. En canvi, Van Den Neste et al. a més observen que les
translocacions apareixen en més tendéncia en pacients que ja han rebut tractament,
en casos de cariotip complex i amb deleci6 de P53, i proposen la preséncia de

translocacions com un nou subgrup pronostic.

Translocacions implicant 13g14 associades a delecié no descrites

A diferéncia daltres leucémies o limfomes d'origen B on les translocacions
especifiques desregulen oncogens, les translocacions equilibrades recurrents no soén
gaire frequents en la LLC. En l'estudi IV I'aplicacié conjunta de la I-FISH, met-FISH, i
CC, en cultius de SP estimulats amb TPA, ha permés identificar delecions 13914
associades a translocacié amb multiples partners ja descrits i 4 noves translocacions
que no han estat descrites anteriorment: la der(1)t(1;13)(g21;914)inv(g42921), la
t(1;5;13)(p36;931;914), la t(9;13)(931;914-21) i la t(10;13)(p14-15;912). Les dues
primeres son translocacions complexes que serien el resultat de translocacions
seriades o, trencaments i errors de reparacié simultanis en diferents cromosomes.
Estudis de sequéncia de ’ADN suggereixen que els reordenaments cromosomics
s’acompanyen freqlientment de delecions submicroscopiques que succeeixen en
regions riques en repeticions de sequéencies Alu i LCR més susceptibles a la

inestabilitat i per tant a translocacar-se (Kolomietz et al. 2001; Fink et al. 2006). Seria
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bo identificar els nous gens implicats i estudiar si, a banda de la pérdua de material a

1314, la disrupcié d’aquests activa algun altre mecanisme leucémic.

Importancia de la caracteritzaci6 de les delecions 1314

Davant la identificacié d’'una delecié 13q14 mitjancant I-FISH, és recomanable I'analisi
en metafase mitjancant met-FISH i bandes G per tal de confirmar la delecio
principalment en els casos de valors propers a la positivitat, avaluar la mida d’aquesta i
si és deguda a delecid intersticial 0 a una pérdua de material associada a translocacié
per futurs estudis prondstics. | al contrari, davant un cariotip normal o una translocacio
del cromosoma 13 seria recomanable realitzar la met-FISH per descartar una delecio
submicroscopica. En la FISH, a banda de la utilitzacié de la sonda del locus 13g14, és
imprescindible la utilitzacié d’'una altra sonda com la telomérica que faci de control
intern sobre tot en els casos amb delecio bial-lélica i en I'associada a translocacio. En
tot cas, es recomana recuperar l'analisi CC amb estimulants per tal d’identificar
alteracions en aquells pacients amb FISH normal, ja que la tercera part d’aquests
presenten alteracions al cariotip (Rigolin et al. 2012). Les tres metodologies s’haurien

d'utilitzar conjuntament per solventar les limitacions de cadascuna d’elles.

4.3. NEOPLASIES DE CEL-LULES PLASMATIQUES

4.3.1. Limitacions per I'analisi citogenética convencional i importancia de I'’estudi

de FISH interfase

Les dificultats en I'analisi citogenétic d’aquests pacients son degudes principalment a
la baixa infiltracié de CP d’algunes algunes mostres que fa que aquestes estiguin poc
representades respecte altres cel-lules que formen la MO. L’escassa proliferacio de les

CP en ser cultivades també limita I'estudi en metafase i si s’obtenen, aquestes sovint
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sén normals fruit de la divisio de ceél-lules de la linia mieloide o amb alteracions
criptiques només detectables per FISH. Altres vegades, encara que les metafases
siguin de CP tumorals existeix la dificultat en formar clones (Fonseca et al. 2004).
L’aplicacio de la FISH incrementa la deteccid d’alteracions cromosomiques i identifica
algunes alteracions criptiques frequents en les neoplasies de CP. Combinada amb les
diferents metodologies de separaci6 o identificacié cel-lular possibilita I'analisi exclusiu
de la poblacié de CP responsable de la malaltia, solventant gran part de les limitacions
del l'analisi convencional, de tal manera que el IMWG recomana la I-FISH en CP
separades o identificades mitjangant els métodes de separacié immunomagnética,
identificacié immunofluorescent o tincié morfoldgica de CP, considerant-la com a gold-

standard (Dimopoulos et al. 2011; Munshi et al. 2011).

4.3.1. Comparacio de les técniques de I-FISH en cultius de MO i en cél-lules

plasmatiques aillades per a la deteccié d’alteracions cromosomiques

Seguint les recomanacions del IMWG, en I'estudi V s’han separat les CP de MO de
221 pacients realitzant una separacié immunomagnética amb particules MACS anti-
CD138 i s’ha realitzat la I-FISH per detectar les delecions de 13gq14 o monosomia 13.
Segons els resultats de I'estudi V el 39% dels pacients presenten alteracions del
cromosoma 13. Entre aquests pacients amb alteracions, s’han seleccionat aquells en
els que a més, es va realitzar un cultiu de MO amb o sense estimulants per tal de
realitzar la I-FISH i avaluar la deteccié d’alteracions d’aquesta metodologia respecte la
I-FISH-CP. En el 82% dels casos seleccionats, s’observa la monosomia 13 i en el 18%
restant una delecié de 13q14 mitjangant I-FISH-CP. Cal remarcar que hem considerat
la pérdua de 13q14 + 13934 com monosomia 13, perd no podem assegurar que
aquesta sigui una monosomia en I'estricte sentit, en tot cas s’hauria de considerar com
una delecié que afecta a gran part del cromosoma. S’ha observat que el percentatge

mitja de nuclis patoldgics mitjangant I-FISH-MO és del 10% i en I-FISH-CP del 73%. La
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I-FISH-MO unicament ha identificat el 26% dels casos seleccionats com patologics.

Valoracié de la taxa de detecci6 de les alteracions cromosomiques i dels cut-off
De forma silimilar als nostres resultats altres autors observen al voltant del 25-50% de
casos amb alteracions del cromosoma 13 i fins al 92% de casos patologics estudiant
més regions cromosomiques (Konigsberg et al. 2000; Avet-Loiseau et al. 2002,
Christensen et al. 2007). D’acord amb altres autors i contrariament al que succeeix en
la LLC, cap dels casos presenta delecio bial-lelica (Shaughnessy et al. 2000; Fonseca
et al. 2001b; Christensen et al. 2007).

En I'estudi V el percentatge mitja de nuclis patoldgics que s’observa mitjancant I-FISH-
CP i I-FISH-MO és molt discrepant (73% vs. 10%). Si considerem que tots els pacients
sén seleccionats per tenir alteracions del cromosoma 13 i que el cut-off en CP s’ha
situat en el 20%, els pacients tenen una proporcid elevada de CP tumorals
patoldgiques. En canvi, quan s’estudia mitjangant I-FISH-MO, la mitjana de nuclis
patologics esta lleugerament sota el seu cut-off, situat en 11%, indicant que per
aquesta metodologia la majoria dels casos sén normals i que en els patologics, el
percentatge CP tumorals és baix, per aquest motiu només ha detectat el 26% dels
casos patologics. El cut-off en CP aillades s’ha determinat en part seguint el valor
proposat per I’European Myeloma Network (no publicat) i que han seguit altres autors
(Liebisch i Doéhner 2006; Christensen et al. 2007; Put et al. 2010) perd com el
percentatge de nuclis patologics habitualment és for¢ca superior, aquest no seria un
problema. El mateix valor de positivitat també va ser proposat per a les mostres de MO
sense separacio de CP perd en el nostre cas, en la I-FISH-MO el cut-off s’ha
aproximat als de la LLC, on tenim més experiéncia. En aquest cas, com el percentatge
de nuclis patologics és forga baix, utilitzar un altre cut-off influiria clarament en els
resultats.

La superioritat de la seleccié de CP respecte les cél-lules cultivades ja es va suggerir

en un petit estudi comparatiu de 13 pacients (Fiserova et al. 2002). Altres estudis
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posteriors també es fa una comparacioé entre les metodologies perd en un grup de
pacients més ampli. Chistensen et al. realitzen en 192 pacients una comparacio de les
metodologies entre dos grups independents i identifiquen les CP amb tincio
immunofluorescent de la Ig citoplasmatica. L’'estudi detecta el 92% d’alteracions
cromosomiques mitjancant la identificacio de CP i només el 46% d’alteracions sense la
identificacié (Christensen et al. 2007). La publicaci6 de Put et al. realitza una
comparacio en paral-lel similar a la nostra. Aquest grup estudia 235 pacients i realitza
la separacié immunomagnética de CP mitjangcant dues metodologies diferents i a més
de la identificacio de CP amb la Ig citoplasmatica. Enriquint la mostra detecten el 71%
d’alteracions cromosomiques i en cél-lules en cultiu només el 35% d’alteracions.
També relacionen el recompte de CP amb la deteccié d’alteracions (Put et al. 2010).
Les sondes utilitzades en els estudis sén diferents, perd ambdds conclouen que la I-

FISH en CP és superior que en cultiu de MO.

4.3.2. Relacié entre el recompte de cél-lules plasmatiques i la deteccio

d’alteracions mitjancant I-FISH en cultiu de MO

En tos els pacients de I'estudi V s’ha realitzat un recompte de CP previ mitjangant
lanalisi citologic en extensid de MO tenyida amb MGG per tal de determinar el
percentatge de CP present en cada mostra. La mitjana de CP en les mostres de MO
analitzades és del 28%. Relacionant el recompte de CP amb el nombre de casos
patologics mitjancant I-FISH-MO, s’observa que en el grup amb un recompte baix de
CP (6-24% de CP) cap dels casos és detectat com patologic, en el grup intermedi (25-
40% de CP) es detecta un 25% dels casos patologics i en el grup amb un recompte de

CP elevat (41-95% de CP) només el 65% dels casos son detectats com patologics.
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Valoraci6 del recompte de limfocits i la deteccié d’alteracions mitjagant I-FISH en
cultiu de MO

Quan relacionem el recompte de CP i el nombre de casos patologics mitjangant I-
FISH-MO, els resultats indiquen que si el recompte de CP és baix la metodologia no és
efectiva. Aquesta només detecta alteracions en mostres de MO que tinguin més del
25% de CP. Perd tot i aixi, en mostres amb un recompte de CP alt, tampoc és
suficientment efectiva ja que dins d’aquest grup, només detecta el 65% dels casos
patologics.

Aquestes discrepancies podrien ser degudes principalment a que quan la MO es
cultiva, la resta de cél-lules que formen la MO, basicament las de la linia mieloide,
proliferen amb més facilitat que les CP i aquestes disminueixen en proporcié i queden
emmascarades. Perd hi ha algunes mostres de MO amb una infiltracié de CP molt
elevada en les que practicament la totalitat esta composada per CP i que la I-FISH-MO
tampoc detecta, essent més dificil de justificar. La distribucié de les CP en la MO pot
ser molt heterogénia i de vegades I'extensio citoldogica que es realitza pot ser poc
uniforme observant-se unes zones amb una elevada densitat de CP i altres zones
sense CP i per tant, el recompte de CP pot ser variable. De la mateixa manera,
'extensio citoldogica tampoc hauria de correspondre necessariament amb la
composicio real de la mostra de MO i de vegades la mostra que es destina per I'estudi
citogenétic no és la primera fraccio que s’extreu i pot estar diluida (Put et al. 2010). En
alguns d’aquests casos aquest fet podria donar explicacio a les discrepancies pero, és
un punt que encara estaria per aclarir. Tampoc hem analitzat si influeix d’alguna

manera el cultiu de MO en la viabilitat de les CP.

Importancia de la I-FISH en cél-lules plasmatiques
Segons els nostres resultats la separaci6 de CP mitjangant particules
immunomagnétiques MACS contribueix incrementant la deteccié d’alteracions

cromosOmiques sense que aquestes quedin ocultes entre els altres tipus cel-lulars. En
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un altre estudi que vam realitzar, perd que no s’ha presentat, s’observa que amb
aquesta técnica al voltant del 98% de les cél-lules recuperades son CP, per tant,
sabem del cert que les cél-lules que analitzem en la I-FISH sén CP. Altres publicacions
també indiquen que la puresa de la mostra un cop realitzada la separacio
immunomagnética de CP mitjangant MACS és >95% (Avet-Loiseau et al. 1999b; Avet-
Loiseau et al. 2002). Aquesta metodologia encara que és facil de realitzar, requereix
meés recursos materials i més personal que no faciliten tant la seva aplicacié en la
rutina diaria del laboratori. Per altre banda, no requereix tanta experiéncia com en el
cas de la identificacié morfoldgica de CP T-FISH o MGG-FISH ni s’observa hibridacio
inespecifica com pot succeir en la identificacié de CP amb tincié immunofluorescent de
la Ig citoplasmatica o FICTION. En la nostra experiéncia, €s important que el marcatge
immunomagneétic i la separacié es realitzi en la mostra fresca, ja que les CP
habitualment perden alguns dels seus marcadors especifics o entren en apoptosi amb
el pas del temps (Christensen et al. 2007). A més, la quantitat de cél-lules que
obtenim després de realitzar la separacid és molt escassa i és depenent del
percentatge de CP i del volum de mostra que disposem. Per tant, €s molt important
prioritzar en l'eleccié de les sondes d’ADN per a la deteccié de les alteracions. La
valoracié dels senyals de hibridacié de vegades és una feina laboriosa, ja que si la
preparacio és poc cel-lular requerira un temps important valorar 200 nuclis interfasics,
perd potser, els temps és inferior que mitjancant les técniques de FICTION o T-FISH
en que les preparacions presenten tots els tipus cel-lulars. El métode d’enriquiment
cel-lular més adequat dependra de les caracteristiques de cada laboratori (Hartmann
et al. 2011) Tot i aixi, considerem que és necessari realitzar aquest esfor¢ per

implementar-la.
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Conclusions

5.1. LLA-B

S’han identificat mitjancant l'analisi CC i FISH dues translocacions amb
implicacié del gen IGH: la 1(2;14)(q14.3;932) i la t(14;17)(932;921), no descrites

fins el moment.

52.LLC

La I-FISH en cultius de SP estimulats amb TPA incrementa el nombre de nuclis
patologics i la deteccié alteracions cromosomiques comparat amb la I-FISH en
cél-lules mononucleades separades per gradient de densitat.

S’ha observat que en els pacients amb una limfocitosi absoluta <8,7x10%/L és
recomanable realitzar la I-FISH en cultius de SP estimulats amb TPA en lloc de
la I-FISH en cél-lules mononucleades separades per gradient de densitat.

La I-FISH en cultius de SP estimulats amb TPA proporciona una millor
prediccioé de la supervivéncia lliure de tractament i la supervivencia global que
la I-FISH en cél-lules mononucleades separades per gradient de densitat.

La I-FISH en cultius de SP estimulats amb TPA incrementa la detecci6é de la
delecioé 13q14 i millora el valor pronodstic en aquests pacients.

La I-FISH-TPA és una metodologia fiable com a factor pronostic particularment
en els casos amb un recompte de limfocits baix.

S’ha observat que el 78% de les delecions 13914 sén monoal-léliques i el 22%
bial-léliques.

El 69% de les delecions 13q14 sén submicroscopiques, el 18% grans i el 13%
submicroscopiques associades a translocacio.

Les delecions 13q14 grans sén unicament monoal-léliques.

Les delecions 13q14 associades a translocacido sén més freqlients entre les

delecions bial-léliques i semblen degudes a I'evolucio clonal.
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S’han identificat quatre translocacions 13914 amb delecié associada no
descrites fins el moment. Aquestes son la der(1)t(1;13)(q21;q14)inv(q42921), la

t(1:5;13) (p36;931;q14), la t(9;13)(q31;q14-21) i la t(10;13)(p14-15:q12).

5.3. NEOPLASIES DE CEL-LULES PLASMATIQUES

Mitjancant I-FISH en cél-lules plasmatiques s’ha observat que el 39% dels
pacients presenten alteracions del cromosoma 13.

El 18% dels casos presenten delecié 13914 i el 82% delecié 13q14+13q34.

El percentatge de nuclis patologics observat mitjangant I-FISH en cél-lules
plasmatiques és superior a I'observat mitjangant I-FISH en cultiu de MO.

La I-FISH en cultiu de MO unicament ha identificat el 26% dels casos
patologics.

La I-FISH en cultiu de MO no és efectiva en el casos amb un recompte de
cél-lules plasmatiques <25%. Aquesta és una metodologia poc efectiva per a
I'estudi citogenétic encara que la infiltraciéo de CP en MO sigui elevada.

S’ha demostrat que la I-FISH en CP separades mitjangant particules
immunomagnétiques MACS és la metodologia d’eleccié per a la deteccid de les
alteracions cromosomiques, particularment en aquells casos amb poca

infiltracio de CP en MO.
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