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RESUMEN

La pérdida monoalélica de la banda 13q14.3 (13q14x1)
es la anomalia mds frecuente de Ia leucemia linfocitica
cronica (LLC), asociada a buen prondstico. La delecién
bialélica de 13q14.3 (13q14x2) es un evento escasamente
evaluado. En este trabajo se analizan las caracteristicas
clinicas, citogenéticas y citomoleculares de 8 pacientes
con 13¢q14x2, de un total de 95 casos (8,4%) (4 mujeres,
edad media 64,7 afos; rango 47-77 afios). Cinco pacientes
habian fallecido al momento de este anilisis. Se realizé
cultivo de sangre periférica con estimulacién mitogénica.
Se efectué FISH (Fluorescence in situ hybridization)
empleando las sondas: centromérica del cromosoma 12
¥ locus especifica de: D13S319 (13q14), ATM (11¢22) y
TP53 (17p13). Cinco casos presentaron cariotipo normal
¥ 3 mostraron otras anomalias: +12,1(17)(q10) y cariotipo
complejo. Seis casos mostraron concomitantemente
13q14x1 y 13ql4x2. El andlisis por grupo de riesgo
citogenético mostré progresién de la enfermedad en los
casos con cariotipo normal y 13q14x2 respecto del 38,7 %
de los pacientes con 13ql4x1 (p<0,016). Nuestro estudio
indica que 13q14x2 constituye una alteracién originada
por evolucion clonal, cuya presencia aumentaria la
agresividad de la patologia, y sugiere a esta anomalia
como un posible marcador de enfermedad progresiva de
probable valor pronéstico en LLC.
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ABSTRACT

Monoallelic deletion of 13q14.3 (13q14x1) is the most
common anomaly in chronic lymphocytic leukemia (CLL),
associated to a favorable outcome. Biallelic deletion of
13q14.3 (13q14x2) has been scarcely evaluated. Among
a total of 95 cases with CLL, we analyze the clinical,
cytogenetic and molecular cytogenetic characteristics
of 8 (8.4%) patients with 13q14x2 (4 females; mean
age: 64.7 years; range: 47-77 years). Five patients have
already died at the moment of this study. Chromosome
analyses were performed on stimulated peripheral
blood lymphocytes. G-banded technique was used.
FISH analysis for trisomy 12, and deletions of D135319
(13q14), ATM (11q22) y TP53 (17p13) were carried out
according to standard protocols. Five patients showed
normal Karyotypes and the remaining three had other
alterations: +12 (5.5% of cells), i(17)(q10) and complex
karyotype. Six cases showed both clones 13ql14x1 and
13q14x2. The distribution by risk FISH categories
showed that all the patients with normal karyotypes and
13q14x2 had progressive disease compared to 38.7% of
the cases with 13q14x1 alone (p<0.016). Our data indicate
that 13q14x2 would represent a more aggressive anomaly
than 13q14x1. It would result from clonal evolution and
could be considered as a marker of possible prognostic
value in CLL.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, FISH,
deletion 13q14x2, prognostic factors.
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INTRODUCCION

La leucemia linfocitica crénica (LLC) representa
el 30% de las leucemias de occidente, siendo la neo-
plasia a células B maduras mds frecuente en adultos.
Se caracteriza por presentar un curso clinico altamen-
te variable con un amplio rango de sobrevida, entre
unos pocos meses y mds de una década a partir del
diagnostico. Alrededor de un tercio de los pacientes
tienen escasa sintomatologia y una sobrevida similar a
la de la poblacién general, un tercio presenta una etapa
indolente seguida de progresion y muerte por causas
ligadas a la enfermedad, mientras que el tercio restante
debuta con enfermedad agresiva y requiere tratamiento
inmediato (1).

Si bien las clasificaciones de estadios clinicos esta-
blecidas independientemente por Rai et al (2) y Binet
et al (3) son de importancia prondstica, las mismas no
resultan suficientes para predecir con certeza el cur-
so clinico en estadios tempranos de la enfermedad.
asi como tampoco para identificar pacientes con mal
prondstico. Esto determind la buisqueda de otros pard-
metros, entre los cuales se encuentran las aberraciones
cromosémicas, que constituyen factores de valor pro-
néstico independiente para progresion de la enferme-
dad y sobrevida (4).

A diferencia de otras neoplasias hematoldgicas, la
LLC no se encuentra asociada a anomalias cromosé-
micas especificas. No obstante, la introduccién de la
técnica de FISH (Fluorescence in situ hybridization)
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ha permitido detectar la presencia de diferentes rearre-
clos genémicos de valor prondstico (4). Entre ellos, la
delecién hemicigota de 13q14.3 cs observada en mds
de 1a mitad de los pacientes, y su presencia como ano-
malia dnica se encuentra asociada a buena evolucién
clinica. Por el contrario, los pacientes portadores de
delecién 11g22.3 que involucra al gen ATM (10-15%
de los casos) y de delecién 17p13 que implica la pérdi-
da del gen TP53 (5-10%), tienen muy corta sobrevida.
Los casos con trisomia 12 estdn asociados a morfolo-
gfa e inmunofenotipo atipicos (5) y correlacionan con
un prondstico intermedio. A diferencia de los rearre-
glos genémicos referidos, que han sido exhaustiva-
mente estudiados, el valor prondstico de la delecion
bialélica de 13g14.3 (13ql14x2) sola o concomitante
con 13ql4x1, ha sido muy escasamente evaluada en
la literatura (6).

En este trabajo se presentan las caracteristicas cli-
nicas, citogenéticas y citomoleculares de 8 pacientes
con diagnéstico de LL.C que muestran delecion bialé-
lica de 13q14.3, tendiente a evaluar su correlacién con
la evolucién clinica de los mismos.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes: De un total de 95 pacientes estudiados
entre 1997 y 2005, se detectaron 8 (8,4%) casos que
presentaban delecidn bialélica de 13q14.3 (4 mujeres;
edad media: 64,7 afios; rango 47-77 afios). En la Tabla
1 se detallan las caracteristicas clinicas y de tratamien-

Tabla 1: Caracteristicas clinicas de pacientes con LLC portadores de delecidn bialélica de 13q14.

Tiempo de
evolucion al
) Edad! Estadio IMO Blances 10°/L. | Plagquetas Y momento del s : SETISV
Caso s Clinieo® (%) Hb gidl (Linfocifosis) 10°L LDH B2M estudio Tratamiento Respuesta (m)
citogenético
{meses)
1 47(F 1 20 9,1 112 (92) 208 276 2 6 s/tratamiento 16
CLB® Null
2 56/M T 20 14 35,8 (85) 241 287 1.6 33 F PR 19/52
F1+CLF+anti-CD20 CR
3 T0/F L 85 13,1 33(84) 189 410 55 10 CLB® PR 18 / 56*
4 T0/M i 40 138 62,9 (80) 142 319 1.5 85 CLBY PR 61/107*
CLB* PR
F PR
5 TIF 11 68 104 31,4 (66) 138 286 25 175 F1+CLF CR 39/ 186%
ant-CD52P PR
MP+ant-CD207 Null?
o 58/M I ND ND ND ND ND ND 0 ND 1/4%
CLB* PR
7 64/M v 90 7.3 17.6(98) 25 oll 7.8 240 B PR 144 / 268
MP+F1+CLE PR
CLB* PR
/ ; 4 2 ! 226
8 76/F v 70 10,5 16,6 (86) 10 454 3.6 213 Fl+CLE CR 6/ 226

IMO: infiltracién de médula ésea; Hb: hemoglobina; LDH: lacticodeshidrogenasa; i2M: Beta 2 microglobulina; SLT: Sobrevida libre de
tratamiento; SV: sobrevida; ND: no disponible; °: estadio al momento del estudio citogenético; #: paciente perdido; *: pacientes fallecidos;

a: anterior al estudio citogenético; p: posterior al estudio citogenétic

0; m: meses; F: femenino;M: masculino; CLB: ¢lorambucilo; Fl: fluda-

rabina; CLF: ciclofosfamida; MP: metilprednisona; PR: respuesta parcial; CR: respuesta completa
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to de los pacientes estudiados.

El diagnéstico de LLC se basd en los criterios es-
tablecidos en el NCI-WG (National Cancer Institute
Working Group) (7). Los estadios clinicos al momento
del estudio citogenético fueron determinados acorde a
la clasificacion de Rai (2). El andlisis del inmunofeno-
tipo mostro en todos los casos expresion de los antige-
nos pan-B (CD19, CD20, CD22) con co-expresion de
CD5 y CD23. Cinco pacientes mostraron expresién de
cadena liviana kappa y tres de cadena liviana lambda.
Todos los pacientes reunieron 5 puntos de la clasifica-
cidn propuesta por Matutes et al (5). El caso 1 rehusé
ser tratada y el caso 6 fue remitido a nuestra Institucién
sOlo para su diagnéstico. El caso 5 presentd evolucién
a sindrome de Richter. La media de seguimiento desde
el diagndstico fue de 113 meses (rango 4-268 meses).
Al momento del presente andlisis, cinco pacientes ha-
bian fallecido.

En cada caso se establecid la presencia de enferme-
dad estable o progresiva, acorde a los criterios de Che-
son et al (7). Enfermedad estable fue definida como
algun estadio Rai sin evidencias de progresién por al
menos 6 meses, en tanto que se considerd enfermedad
progresiva como algun estadio Rai y pardmetros clini-
cos de progresién que requirieran tratamiento. Como
en estudios anteriores (4, 8), los pacientes no fueron
seleccionados en cuanto a regimenes de tratamiento.

Estudio citogenético: El andlisis cromosdmico fue
realizado en linfocitos de sangre periférica cultivados
a 37°C durante 72-96 horas en medio F-10 suplemen-
tado con 15% de suero fetal bovino y estimulado con
Pokeweed Mitogen, Phytohemaglutinina A and Lipo-
polysacharido. Los preparados fueron procesados por
métodos convencionales. Se empled la técnica de ban-
deo G para la identificacion cromosémica. Los cario-
tipos fueron descriptos utilizando la nomenclatura es-

tablecida en el ISCN (International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) (9).
Anadlisis citomolecular: El anzl < I

fue efectuado en las mism: L

el estudio citogenético. 1
tindard. Se emplearon las sig
lite del cromosoma 12 (CEP 12.
cia dnica: D13S319 y D13S25 (LSI S319 »
D13525, VYSIS) ubicadas en la banda 13gi< AT
(Ataxia telangiectasia mutated) (LST ATM. VY SIS
calizada en 11¢22.3 y p53 (LSI p33. VYSIS uhicacs
en 17pl3. En todos los casos se analizaron zal me=

400 niicleos interfdsicos para cada sonda. El valor iz
corte, considerado como la media +3 desvios esii=-
dard de la poblacién control (10 individuos) fu=
2.8%, 10.2%, 7.6%, 7.7% y 5.1% para trisomiz 12 ;
monosomias de D13S319, D13S25, ATM v p33. res-
pectivamente.

Anilisis estadistico: El andlisis comparativo d=

los datos fue efectuado mediante la prueba de Chi-cuza-
drado y el Test de Fisher.

RESULTADOS

En la Tabla 2 se presentan los resultados citoge-
néticos y citomoleculares observados en los pacien-
tes con LLC portadores de delecidn bialélica sola o
concomitante con 13ql4x1. Los casos 3, 4 y 6 fueron
estudiados con las sondas D13S319 y D13S25. Los pa-
cientes 3 y 6 presentaron delecién mono y bialélica de
ambos loci, en tanto que el caso 4 mostré delecion mo-
noalélica de ambas sondas y bialélica solo de D13S25.
Los casos 1 a 5 presentaron cariotipos normales. El
tiempo medio desde el diagndstico hasta el estudio ci-
togenético en este grupo fue de 62 meses (rango 6-173
meses). Los tres pacientes restantes mostraron otras
alteraciones genéticas: trisomia 12 por FISH en el caso

Table 2: Estudios citogenéticos y citomoleculares en pacientes con LLC y delecién bialélica de 13g14

FISH en niicleos interfdsicos (%)
Caso Cariotipo

+12 13q14x1 13ql4x2 17p- Ilg-
1 46, XX |15] 14 28 41 D7 15
2 46, XY [13] 0.8 9.5 58 27 22
3 46,XX [10] 1.2 33 42 | 43
4 46,XY [15] 0.5 40 3TE 43
5 46,XX [15] 0.7 73 14 ' L7 2
6 46,XY [15] 5.5 21 66 4] 14

45-46, XY +der(6)t(5;6)(q13;pl3),
7 del(7)(q32),-8.-19,1(21;22)(q10;q10), 1.5 29 68
r+marx2 [cpll]

8 46,XX.1(17)(q10)[101/46,XX[10] 1.0 9.3 _ 83 60 L2

* Delecién homocigota sélo para D13825; Negrita: porcentaje del clon anormal
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Tabla 3: Distribucidn de pacientes con LLC acorde a las categorias de riesgo  establecidas por FISH. Corre-

lacién con estatus de la enfermedad y estadio clinico Rai.

Estatus LLC (%) Estadio Rai (%)
FISH No. de Casos
Estable Progresion 0 I-17 ar-1v

Normales 26 19 (73.0) 7(27.0) 11 (42.3) 10 (38.4) 5(19.2)
Anormales 74 27 (36.5) 47 (63.5)* 23 (31.1) 32 (43.2) 19 (25.7)
13ql4 x 1 31 19 (61.3) 12 (38.7) 14 (45.2) 10 (32.3) 7 (22.6)
13ql4 x 2 5 0 5 (100M# 0 4 (80,0) 1 (20,0)

+12 24 7 (29) 17 (71)i 8 (33.3) 12 (50.0) 4(16.7)

ATM 4 1(25) 3(75) 1(25.0) 3(75.0) 0

TP53 10 0 10 (100)** 0 3 (30.0) 7(70.0)

Diferencias significativas respecto de normales: p<0,003.

# Diferencias significativas respecto de 13q14x1: p<0,016
#  Diferencias significativas respecto de 13q14x1: p<0,03
A Diferencias significativas respecto de 13q14x1: p<0,001

6 (5,5% de las c€lulas), cariotipo complejo en el caso
7,e1(17)(ql0) en el caso 8. El paciente 6 fue estudiado
al momento del diagndstico, en tanto que los casos 7 y
8 durante la progresién de la enfermedad. Los casos 2
y 8 mostraron sélo delecién bialélica (58% y 88% de
las células, respectivamente). Los restantes 6 pacien-
tes presentaron ambas deleciones 13ql4x1/ 13q14x2,
en 4 de ellos el clon con delecién bialélica mostré ma-
yor porcentaje.

Simultdneamente, se distribuyeron los pacientes
acorde a las categorias de riesgo ya establecidas por
FISH (4) y se correlacionaron con la presencia de en-
fermedad estable o progresiva (Tabla 3). Esto permitié
observar que los pacientes con anomalias gendmicas
tenfan mayor probabilidad de progresar respecto de los
que no presentaban alteraciones (p<0,003). Cuando se
analizaron las anomalias en forma especifica, se ob-
servd que el total de casos con 13ql4x2 presentaba
progresion respecto del 38,7% de los pacientes con
13q14x1 (p<0,016). Asimismo, y confirmando datos
previos de la literatura, encontramos altos porcenta-
jes de progresion en los pacientes con +12, del(17p)
y del(11q) con diferencias significativas respecto de
13q14x1 en los dos primeros grupos (p<0,03 y 0,001,
respectivamente).

DISCUSION

En este trabajo se presentan las caracteristicas
clinicas, citogenéticas y citomoleculares de ocho pa-
cientes con delecidn 13q14x2 sola o concomitante con
13q14x1. Si bien esta alteracién es conocida en los la-
boratorios que efectian estudios citomoleculares, son
pocos los trabajos que hacen referencia especifica a la
misma (4, 6, 8, 10-12), y s6lo un estudio (6) sugiere

un comportamiento clinico més agresivo en estos pa-
cientes.

Nuestra poblacién de pacientes con LLC mostré un
8,4% de casos con delecion bialélica de 13ql4, valor
que se encuentra dentro de lo observado en la biblio-
graffa, que presenta un rango de 4,5-20% de pacientes
con esta alteracidn (4, 6, 8, 10-12). El1 75% de nuestros
casos mostraron ambas deleciones, hallazgo que sugie-
re la presencia de evolucién clonal, observandose en el
67% una mayor proporcion de células correspondiente
al clon con delecidn bialélica. La correlacién con los
datos clinicos nos muestra que los cinco pacientes con
cariotipo normal y 13ql4x2 presentaron progresion
de la enfermedad, lo que indica un comportamiento
significativamente diferente al observado en los casos
con delecién monoalélica del(13ql4x2), asociados a
buen prondstico. Resulta interesante destacar que los
pacientes 7 y 8 presentaron enfermedad estable duran-
te largo tiempo y que la del 13q14x2 se observa en el
momento en que la patologia comienza a progresar,
encontrandose acompafada por otras alteraciones cro-
mosomicas.

La pérdida de la banda 13ql4.3 es considerada
un evento primario en el desarrollo de la LLC, sien-
do observada en muchos casos como unica anomalia,
situacion que le confiere significado patogénico. Asi-
mismo, esta alteracidon ha sido también descripta en
otras neoplasias hematoldgicas (50% de los linfomas
del manto, 20% de los mielomas muiltiples) asi como
en numerosos tumores sélidos (13-15), sugiriendo la
presencia de uno o mds genes supresores de tumor en
esta region. No obstante, si bien fueron muchos los
genes evaluados, no fue factible demostrar la partici-
pacién de ninguno de ellos en el desarrollo de la LLC
(13-15).
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Estudios mds recientes demostraron la presencia en
13q14.3, de los genes miR-15a y miR-16-1 (16), per-
tenecientes a una familia que codifica para pequefias
moléculas de ARN (19 a 25 nucleétidos de longitud),
denominados micro-RNAs (miRNAs), que actdan
como reguladores negativos de la expresidn génica
(17, 18). Los mismos se encuentran frecuentemente
sub-expresados en pacientes con LLC (16), situacién
que lleva a considerarlos actualmente como los genes
blanco de la delecién. Asimismo, diferentes estudios
detectaron que, aproximadamente el 50% de los mi-
croRNAs humanos conocidos, se encuentran locali-
zados en regiones del genoma asociadas a neoplasias,
lo que sustentaria su participacidén en el proceso de
carcinogénesis (19-23). Resulta interesante destacar
que estos miRNAs presentan un cluster muy similar
en 3q25-q26.1 donde se localizan los genes miR-15b y
miR-16-2 (24, 25), que presentan muy bajos niveles de
expresion en pacientes con LLC (19).

Desde el punto de vista funcional, miR-15a y
miR-16-1 actdan como reguladores negativos del gen
anti-apoptético BCL-2 (26), de manera tal que la so-
bre-expresién de BCL-2 causada por la disminucién
de la expresion de estos micro-RNAs pareceria ser
el principal mecanismo regulatorio involucrado en la
patogénesis de los pacientes con LLC portadores de
delecién 13ql14. Esta situacién permitirfa considerar
a estos micro-RNAs como posibles blancos terapéuti-
cos para bloquear el mecanismo oncogénico de BCL-2
en la LLC. Estos hallazgos permiten considerar a la
LLC como una enfermedad genética en la que las prin-
cipales alteraciones ocurren a nivel de la regulacién
transcripcional o postranscripcional del genoma de las
c€lulas neopldsicas debido a la desregulacidn de estos
microRNAs.

Por otra parte, si bien durante mucho tiempo se
considerd que la LLC era una patologia genéticamen-
te estable, en la wltima década fue factible comprobar
la presencia de evolucidn clonal en aproximadamente
el 10-20% de los pacientes (12, 27, 28), mecanismo
asociado a progresién de la enfermedad (12, 29). Los
estudios de Dewald et al (6) en pacientes con 13q14x2
como unica anomalia, empleando diferentes sondas
que mapean a nivel de 13ql4, permitieron detectar
diferentes deleciones en el alelo paterno y materno,
sustentando la presencia de eventos independientes,
indicativo de evolucidén clonal. Esto lieva a los autores
a sugerir por primera vez que 13ql4x2 representaria
una anomalia mds agresiva que 13gl4xl. Nuestros
resultados sustentan esta hipdtesis, ya que el 75% de
nuestros pacientes mostré concomitancia de 13ql4x1
y 13q14x2, indicativo de evolucidn clonal, y el total de
casos presento progresion de la enfermedad.

En conclusidn, el presente andlisis indica que
13q14x2 constituye una alteracién originada por evo-

Lo
h

lucién clonal, cuya presencia aumentaria la agresivi-
dad de la patologia, y sugiere a esta alteracién como
un posible marcador de enfermedad progresiva de pro-
bable valor pronéstico en LLC.
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