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RESUMEN

El analisis citogenético permite la deteccién de ano-
malias estructurales (AE) que pasan desapercibidas con
la técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization). En
este trabajo se analizaron 34 pacientes con leucemia linfo-
citica crénica (LLC) portadores de anomalias estructurales
(AE) clonales y un grupo control de 78 pacientes sin alte-
raciones. Se realiz6 estudio cromosémico por bandeo G
complementado con FISH, y analisis molecular del estado
mutacional de IGVH y de la expresién de los genes LPL
y ADAM-29. Se detectaron 16 casos (47%) con AE nuevas.
El cromosoma 8 fue el mas implicado con 7 alteraciones,
seguido por los pares 13 (6), 12 (5) y 15 (4). Se observé una
similar distribucion de AE entre los pacientes con IGVH
mutado y no mutado. Los casos con AE mostraron una
tendencia a mayor expresién de LPL y menor de ADAM-29.
Se encontraron diferencias significativas en el recuento de
blancos (p=0,019), plaquetas (p=0,002), LDH (p=0,029) y
sobrevida libre de tratamiento (13 meses) en los pacientes
con AE nuevas respecto de controles (69 meses) (p=0,087).
Los resultados obtenidos confirman el pronéstico adverso
de las AE en pacientes con LLC reforzando la importancia
del analisis citogenético en esta patologia.

Palabras claves: leucemia linfocitica crénica, citoge-
nética, FISH

INTRODUCCION

La leucemia linfocitica crénica (LLC) constituye
la neoplasia a células B maduras mas frecuente en
Occidente representando el 30% de las leucemias del
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adulto. Se caracteriza por presentar un curso clinico
altamente variable con un amplio rango de sobrevida,
entre unos pocos meses y mas de una década a partir
del diagnoéstico. Alrededor de un tercio de los pacien-
tes muestran escasa sintomatologia y una sobrevida
similar a la de la poblacién general, otro tercio pre-
senta una etapa indolente seguida de progresion y
muerte por causas ligadas a la patologia, y el tercio
restante debuta con enfermedad agresiva requirien-
do tratamiento inmediato'. Si bien los sistemas de
estadificacion establecidos por Rai y col.? y Binet
y col.? poseen importancia prondstica y son ttiles
para el manejo terapéutico, no son suficientes para
definir con certeza formas estables o progresivas de
la enfermedad, sobre todo en estadios tempranos
de la misma*. En las dltimas décadas, numerosos
marcadores pronéstico entre los que se incluyen el
analisis del estado mutacional de los genes de la
region variable de la cadena pesada de las inmuno-
globulinas (IGVH), la expresion de ZAP-70 ({-chain-
associated protein kinase) y CD38, y las anomalias
genéticas, estan siendo utilizados para identificar
pacientes con diferente evolucién clinica y respuesta
al tratamiento®®. Mas recientemente, el empleo de
las técnicas de microarrays permitié establecer un
perfil de expresion génica caracteristico de LLC ha-
ciendo factible la identificacién de numerosos genes
con potencial valor pronéstico y/o terapéutico'® .
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Entre ellos cabe resaltar LPL (lipoprotein lipase)
(8p22)'? asociado a progresion de la enfermedad, y
ADAM-29 (disintegrin and metallopeptidase domain
29) (4q34.2)" relacionado a buena evolucién clinica.
El anélisis por PCR en tiempo real indica que su so-
breexpresion es especifica de las células de LLC'* 53,
desconociéndose atin su funcién en ellas.

Si bien los estudios cromosémicos en LLC resultan
dificultosos debido al bajo indice mitético in vitro de
las células leucémicas, aun utilizando estimulacion
mitogénica, el empleo de las técnicas de citogenética
convencional ha permitido encontrar alteraciones
clonales en el 40-50% de los casos'¢. En contraste,
el anélisis de anomalias gendmicas mediante FISH
(fluorescence in situ hybridization), ha hecho facti-
ble la deteccién de rearreglos gendmicos en mds del
80% de los pacientes permitiendo el establecimiento
de grupos de riesgo citogenético’, entre los que se
destacan las deleciones del3q14, 11q22 (lugar don-
de se ubica el gen ATM) y 17p13 (que involucra el
gen TP53), y la trisomia 12. La delecién monoalélica
de 13q14.3 (13q14x1) es la anomalia mas frecuente,
encontrdndose en aproximadamente el 50% de los
casos, y se asocia a buen pronéstico cuando se de-
tecta como tinica alteracion. Las deleciones de 1122
y 17p13 se relacionan a una sobrevida media mucho
mas corta, mientras que la trisomia 12 y la delecién
bialélica de 13q14.3 (13q14x2) se asocian a pronéstico
intermedio".

Simultdneamente, sabemos que en la LLC, a di-
ferencia de otras neoplasias a células B, la presencia
de translocaciones recurrentes es de muy baja fre-
cuencia” '®. En los dltimos afios, diferentes autores
han relacionado las alteraciones cromosémicas
complejas y las translocaciones con una evolucién
clinica desfavorable, sugiriendo la importancia
del anélisis citogenético en la comprensién de la
biologia y el comportamiento clinico de esta pa-
tologia®**. En este contexto, nuestro estudio se
encuentra focalizado en la descripcién de rearreglos
estructurales nuevos en LLC, tendiente a identificar
los cromosomas mads involucrados, su frecuencia e
impacto clinico. Los resultados obtenidos fueron
correlacionados con los pardmetros clinicos, el esta-
do mutacional de IGVH vy los perfiles de expresién
génica de LPL y ADAM-29.

MATERIALES Y METODOS

Poblaciéon estudiada

En el periodo 2007 a 2011, realizamos el estudio
citogenético y el anélisis por FISH de un total de 145
pacientes con diagndstico de LLC. Entre éstos se se-
leccionaron para nuestro analisis 34 pacientes (23,4%)

(25 varones; edad media: 61,5 afios; rango: 39-82 afios;
estadios clinicos Rai: 0: 17%, I-II: 50%, III-IV: 33%) que
presentaron alteraciones estructurales (AE) clonales.
El diagnéstico de LLC se efectud teniendo en cuenta
los criterios establecidos por la WHO (World Health
Organization)*. Los estadios clinicos fueron definidos
acorde a la clasificacién de Rai (2). Para la compa-
racién de parametros clinicos, se analizé un grupo
control de 78 pacientes con LLC de buen prondstico
(con cariotipo normal y sin alteraciones genémicas o
con del(13)(q14) por FISH como tnica anomalia) (42
varones; edad media: 66 afios; rango: 40-89 afios). En
la Tabla I se resumen las caracteristicas clinicas de los
pacientes estudiados. Las muestras fueron obtenidas
por el médico hematdlogo con la conformidad y el
consentimiento informado de los pacientes. El estudio
fue aprobado por el Comité de Etica institucional.

Estudios citogenéticos

El analisis cromosémico se realizé mediante cul-
tivo de linfocitos de sangre periférica (SP) en medio
F-12 suplementado con 15% de suero fetal bovino y
estimulado con los mitégenos Pokeweed y Lipopo-
lisacarido, durante 96 hs a 37 °C. Los preparados se
analizaron empleando la técnica de bandeo G con
tripsina al 1% y coloracién con Wright, con posterior
observacién al microscopio. Las anomalias cromosé-
micas fueron descriptas acorde a lo establecido en el
ISCN (International System for Human Cytogenetic
Nomenclature)?®.

Hibridacidn in situ por fluorescencia (FISH)

El analisis citomolecular se efectu6 en el mismo
material empleado para el estudio citogenético uti-
lizando el kit LSI p53/ATM/13q14/13q34/CEP12
(Vysis-Abbott), acorde al protocolo establecido por
el proveedor. Las muestras se analizaron al mi-
croscopio de fluorescencia empleando los filtros
apropiados, efectuandose el anélisis de al menos 200
ntcleos interfasicos para cada sonda. Los puntos de
corte empleados para cada sonda (media de contro-
les normales + 3 desvios estandar), determinados a
partir de 10 individuos sanos, fueron: 3,02%, 10,2%,
7,7% and 5,1% para trisomia 12 y monosomias de
D13S319 (13q14), ATM y p53, respectivamente. Para
el estudio de pacientes con cariotipo complejo se
emplearon sondas de pintado cromosémico total
(WCP) (CAMBIO) y el panel de M-FISH Spectra
Vysion WCP probe (Vysis-Abbot). En cada caso, se
analizaron un minimo de 10 metafases informativas.
La adquisicion de imagenes se realiz6 empleando el
software Cytovision 3.9 (Applied Imaging Corpora-
tion, California, USA).
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TABLA I.— Caracteristicas clinicas de los pacientes con anomalias estructurales nuevas y recurrentes
y del grupo de riesgo favorable

Grupo riesgo Grupo AEN P Grupo AR P
favorable (AEN vs C) (AR vs C)
N° de pacientes (n) 78 16 16
Sexo F/M 36/42 3/13 0,053 6/12 0,431
Edad media 66 62,2 0,166 63,6 0,385
(afios; rango) (40-89) (39-82) (48-78)
Distribucion estadios (%)
Rai 0 33,3 20 0,643 64,3 0,058
Rai I-1I 45 60 0,583 214 0,181
Rai III-IV 21,7 20 0,79 14,3 0,774
Media recuento 30 77 0,019 58 0,028
leucocitos (x10°/L) (rango) (8,3-400) (8,9-354) (12,9-354)
Media porcentage 76 75,6 0,901 74,8 0,755
linfocitos (rango) (40-99) (60-97) (54-97)
Media recuento 169 234 0,002 207 0,052
plaquetas (x10°/L) (rango) (15-440) (152-400) (47-378)
Media Hb (g/dL) (rango) 12,9 12,5 0,431 13,4 0,206
(6,8-16) (8,2-15,8) (9,6-15,8)
Media LDH (UI/L) (rango) 349,2 407 4 0,029 325,6 0,469
(149-626) (310-526) (159-492)
Media 2M (mg/ml) (rango) 2,9 3,3 0,235 2,5 0,038
(1,1-6) (2,1-5,9) (1,2-3,2)
Media SLT (meses) 69 13 0,0087 No alcanza -
la media de
sobrevida
Media SV (meses) 144 64 0,0121 69 0,87

F: femenino; M: masculino; AEN:alteraciones estructurales nuevas; AR: alteraciones recurrentes; C: controles; LDH: lacta-
to dehidrogenasa; p2M: f2 microglobulina; Hb: hemoglobina; SLT: sobrevida libre de tratamiento; SV: sobrevida.

Extraccion de ARN y obtenciéon del ADNc

Se realizé extraccién de ARN total a partir de cé-
lulas mononucleares de SP, obtenidas por separacién
con Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) de pacientes
y controles, utilizando el método de trizol/clorofor-
mo, seguido de una purificacién con isopropanol. La
sintesis de ADNCc se efectudé por RT-PCR, a partir de
3 pg de ARN, usando random-primers. El ADNc fue
guardado a -20 °C hasta su utilizacion.

Cuantificacién de la expresién génica por PCR en
tiempo real (QRT-PCR)

Se efectud el analisis de los niveles de expresién
de los genes ADAM-29 y LPL mediante QRT-PCR con
metodologia SybrGreen a partir de los ADNc previa-
mente obtenidos, empledndose el kit y el software
de Lightcycler (Roche). Se utilizaron los primers y
ciclados previamente descriptos para estos genes?.
Como control interno para normalizar la expresién de
los mismos se utilizé el gen de expresion constitutiva

GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)
utilizando los primers descriptos por Hu y col®. Se
estandarizaron las condiciones de QRT-PCR para
cada gen, arribAndose a un tinico ciclado para ambos:
95 °C 10min, seguido de 50 ciclos de 95 °C 15s, 62 °C
10s y 72 °C 15s. Como control negativo de la reaccion,
se utilizé agua en lugar de ADNc. El ntiimero total de
copias de ARNm presentes se cuantificé analizando
las respectivas curvas de melting mediante el software
Lightcycler (Roche). Se realizaron las curvas estandar
para cada gen empleando diluciones seriadas (1/2,
1/4,1/8,1/16 y 1/32) de ADNc de un control normal
para el gen GAPDH, y de dos pacientes con LLC (no
incluidos en el estudio) que expresaban altos niveles
de LPL y ADAM-29, respectivamente.

Estado mutacional de IGVH

Las secuencias del gen IGVH fueron determinadas
acorde a lo previamente descripto®. Sucintamente, se
trabajé a partir de ADNCc, efectudndose amplificacion
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mediante 6 reacciones de PCR por cada muestra con
primers sentido especificos de cada familia (VH,-VH,)
y un tnico primer consenso antisentido J,,. Cuando la
amplificacién de estos fragmentos no result6 satis-
factoria, se procedié a la amplificacién con primers
sentido para las secuencias de la region lider (LH -
LH)) y un tnico primer antisentido C *. En ambos
casos, se empleo el siguiente ciclado: desnaturaliza-
cién inicial a 93 °C 3min, seguido de 33 ciclos a 94 °C
30s, 62°C 30s y 72°C 30s, extensién a 72 °C 7min y
enfriamiento a 4°C 10min. Se realizé electroforesis
en gel de agarosa al 2% con Bromuro de Etidio y vi-
sualizacion bajo luz UV, seguido de purificacién em-
pleando GFX PCR DNA and gel Band Purification Kit
(Amersham Biosciences). Los productos purificados
fueron secuenciados en un secuenciador automatico,
empledndose las bases de datos IMGT (http://imgt.
cines.fr/) e IgBlast (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/
igblast/), para la identificacién de los segmentos
clonales y el porcentaje de homologia con la linea
germinal. Se consideraron como no mutadas (NM)
las secuencias con una homologia = 98% respecto
de la linea germinal.

Andlisis estadistico

Se empled el test de Mann-Whitney para la com-
paracion de los resultados entre pacientes y controles,
y entre los diferentes subgrupos. Para el andlisis de
las caracteristicas clinicas de los pacientes se utilizé
el test "t” de Student (para las variables cuantitativas)
y la prueba de ¥* o el test exacto de Fisher (para las
variables categdricas). Las curvas de sobrevida (SV)
fueron efectuadas con el método de Kaplan-Meier y
comparadas con el test de log-rank. Para todas las
evaluaciones se consider6 un p<0,05 como estadisti-
camente significativo.

RESULTADOS

De los 34 pacientes con anomalias estructurales,
16 presentaron alteraciones estructurales nuevas
(AEN) en su cariotipo y los restantes mostraron
anomalias recurrentes en LLC. Las caracteristicas
citogenéticas y de FISH de ambos grupos se mues-
tran en las Tablas II y III. El andlisis de los casos
con AEN permiti6é detectar un total de 32 anoma-
lias no descriptas previamente en la literatura®: 24
traslocaciones (16 desbalanceadas y 8 balanceadas),
5 deleciones, 1 duplicacién, 1 isocromosoma y 1 cro-
mosoma pseudo dicéntrico (Tabla IV). A excepcion
del caso 11 que presenté en un segundo estudio
exclusivamente metafases patoldgicas, todos los
pacientes mostraron células citogenéticamente nor-
males y anormales. La mayoria de los casos (87,5%)

presentaron cariotipos complejos con tres o més
anomalias, observandose cariotipos simples s6lo en
los pacientes 8y 13.

El cromosoma 8 fue el mas frecuentemente im-
plicado en AEN, con un total de 7 alteraciones, se-
guido de los cromosomas 13 (6 alteraciones), 12 (5)
y 15 (4). Todas las AEN del cromosoma 8 halladas
en nuestra serie fueron translocaciones (4 desbalan-
ceadas), que involucraron diferentes cromosomas
dadores: 1p, 8q, 12p, 12q, 13q y 14q (Figura 1). Estas
translocaciones desbalanceadas determinaron fun-
damentalmente pérdidas en el brazo corto, siendo
8p21-pter la regién mas involucrada (Figura 2a). Un
tnico paciente (caso 2) mostré ganancia de parte del
brazo largo en la region 8q22-qter. El cromosoma
13 mostrd cinco translocaciones (2 desbalanceadas)
y el psu dic(13;3)(q34;p21), presentando también
pérdidas de material genético como desbalance mads
frecuente (Figura 2a).

Por el contrario, las AEN del cromosoma 12 (cin-
co translocaciones; 3 desbalanceadas), determinaron
mayormente ganancias de parte del brazo largo,
siendo la region mds implicada 12q13-qter (Figura
2a). Con respecto al cromosoma 15, se encontraron
4 translocaciones desbalanceadas, tres de las cuales
fueron halladas en el mismo paciente (caso 11):
der(15)t(Y;15)(q11;p11), der(17)t(15;17)(q15;925) y
der(19) t(15;19)(q15;q13), que determinaron tanto
pérdidas como ganancias de material genético.

Es interesante remarcar que se observaron tres
AEN que involucraban a los cromosomas sexua-

1.ERL

8 der(8)t(8;12)

8 der(8) 13 der(13)
(1 g
1 der(1) 8 der(8)

Fig. 1.— Cariotipos parciales de los casos 6, 10 y 14 mostrando las trans-
locaciones: der(8)1(8;12)(p21;q13), +(8;13)(q22;q22) y t(1,8)(p34;p21).
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les, dos alteraciones del cromosoma X: der(X)t(X;5)
(922;q13) y dup(X)(q22q26), y una del cromosoma
Y: der(15)t(Y;15)(q11;p11) (ya mencionada), eventos
muy raros en esta patologia. En nuestra serie se de-
tect6 también una AEN recurrente: del(9)(ql11) (ca-
sos 8 y 13), siendo en este tltimo paciente la tinica
alteracion en el cariotipo. El resto de las AEN y su
distribucién se encuentran detallados en la Figura 3.

Los puntos de ruptura més frecuentemente im-
plicados fueron 8p21, 8q22 y 13q22 (3 rupturas cada
uno), seguidos de 1q32, 4921, 5q13, 9q11, 12p13,
12q24, 15q15 y 19q13 (2 rupturas cada uno) (Figura
2b).

Asimismo, se encontraron tres rearreglos ob-
servados una unica vez en la literatura® los cuales
se transforman en recurrentes a partir de nuestros
datos: del(1)(q23q25), del(3)(p11) y del(10)(q22) (ca-

sos 1, 4 y 8, respectivamente). El analisis por FISH
confirmé los resultados observados en el estudio
cromosdémico, excepto en los casos 9 y 12 que mos-
traron delecién mono y bialélica de 13q14 (Tabla II)
no detectadas por citogenética convencional.

En cuanto a las anomalias estructurales recu-
rrentes, las mismas correspondieron mayormente
a deleciones de 6q (61%), 14q (21%) y 11q (10,5%)
(Tabla III), observandose en estos casos un mayor
aporte de la técnica de FISH que permitié detectar
rearreglos genémicos no observados por citogenéti-
ca convencional en el 54% de los pacientes.

El anélisis del estado mutacional de IGVH se
realiz6 en 20 pacientes: 8 correspondian al grupo
con anomalias estructurales y 12 al grupo control.
La evaluacién del total de casos mostré: 45% de
pacientes NM y 55% mutados (M). El anélisis de

— Pérdidas
Ganancias b)

e Translocaciones
»~ Deleciones
% Otras alteraciones

| g
" i
3

Fig. 2.— a) Diagrama mostrando las ganancias (gris) y pérdidas (negro) de material genético observadas en los pacientes con anomalias estructurales
nuevas; b) Diagrama mostrando la ubicacién de los puntos de ruptura de los pacientes con anomalias estructurales nuevas.
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Fig. 3.— Histograma mostrando la distribucion y tipo de anomalias estructurales nuevas por cromosoma.

TABLA III.- Anélisis citogenético y FISH en pacientes con LLC portadores de anomalias estructurales recurrentes

Caso Edad/ Cariotipo combinado bandeo G y FISH FISH (%)
sexo del13q14 +12 dell1q22 del17p13
17 63/F 46, XX,del(6)(q25) [4]/46,XX [9] ND ND ND ND
18 67/M 46, XY,del(6)(q25) [5]/46,XY[10] ND ND ND ND
19 71/M 46,XY,del(6)(q25) [8]/46,XY[4] ND ND ND ND
20 62/M  46,XY,del(14)(q24) [5]/46,XY [14] 2,3 0,8 1,7 2,1
21 73/M 46, XY,del(13)(q14;q22) [5]/46, XY [9] 28,7 0,5 0,5 0,4
22 59/M  46,XY,del(6)(q25),+10,+18,-19 [cp9]/46,XY[10] 14 0,5 10,2 0
23 58/M  46,XY,del(14)(q22) [3]/46,XY [32] 0 2,9 3,8 0,6
24 70/M  46,XY,del(14)(q24) [4]/46,XY [8] 0,1 2,1 2,1 2,9
25 78/F 46,XX,del(6)(q23q25),i(17)(q10) [3]/46,XX[16] x1:27/x2:26 34 0,9 18
26 64/F 46,XX,del(8)(p11) [14]/46,XX [5] x1: 71/x2: 8,4 0 13,6 1,3
27 48/M  46,XY,del(6)(q15q21),del(14)(q22) [cp4]/46,XY[10] 0 0,5 0 9
28 59/M  46,XY,del(13)(q12q14) [6]/46,XY [14] 62 0 1 1,6
29 63/F 46,XX,del(6)(q25)[1]/46,XX[14] 5,9 0 0,5 6,3
65/F 46,XX,del(6)(q25) [2]/46,XX [14] 0 0 0 3,8
30 63/M  46,XY,del(6)(q21q23) [4]/46,XY [20] 49 0 0 0
31 67/F 46,XX,del(6)(q15) [5]/46,XX [6] ND ND ND ND
32 61/M  46,XY,del(11)(q21) [7]/46,XY [10] 16,4 0 32,2 0
33 52/F 47,XX,del(6)(q25),del(11)(q21) [6]/46,XX [14] ND ND ND ND
34 67 /M 44~45,XY,add(3)(q25),del(6)(q12),add(7)(q?),-9,
-11, add(12)(p?),add(17)(p?)[cp4]/46,XY [26] ND ND ND ND

F: Femenino; M: Masculino; Negrita: porcentaje del clon anormal, x1: delecién monoalélica de 13q14; x2: delecién

bialélica de 13q14

los genes IGHV present6 un mayor uso de la familia
VH3 (45% de los casos), seguido por VH4 (30%),
VH1 (20%) y VH7 (5%); un caso mostré VH3-21.
El uso de VH3 presenté un mayor porcentaje de
pacientes con LLC-M (67%). Asimismo, se observé
una similar distribucién de AE entre los pacientes
con IGVHM y NM (50% cada uno).

Por otra parte, se evalué la expresion de los ge-
nes LPL y ADAM-29 mediante QRT-PCR, en células
mononucleares de SP de 11 pacientes con anomalias

estructurales y 17 del grupo control. Si bien las
diferencias no fueron significativas, el gen ADAM-
29, relacionado a buena evolucién clinica, presenté
niveles menores de transcripto en el grupo de AE
respecto de controles. Por su parte, el gen LPL, aso-
ciado a mal pronéstico, mostré mayor expresion en
los pacientes con anomalias estructurales respecto
del grupo control al igual que el cociente LPL/
ADAM-29 (247 4 vs. 7,56, respectivamente) (Figura
4), considerado de mayor valor predictivo.
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Tabla IV.— Anomalias estructurales nuevas

Translocaciones Deleciones Otras alteraciones
(1,8)(p34;p21) del(1)(q22q32) i(2)(q10)
der(1)t(1;4)(q32;q21) del(9(q11) [2] psu dic(13;3)(q34;p21)
t(2,14)(q31;q32) del(9)(q13q22) dup(X)(q22q26)
t(2,20)(p13;p13) del(17)(q11)

der(4)t(4;5)(q35;q13) del(18)(q11q21)

t(7,7)(q22;p22)

der(8)t(8;8)(p21;q22)

der(8)t(8;12)(p21;q13)

der(8)t(8;13)(p11.2;,q11)

t(8;12)(q13;p13)

t(8;13)(q22;q22)

t(11;13)(p15;,q22)
der(11)t(1;11)(q21;q23)
t(12;13)(q24;q14)
der(12)t(12;13)(q24;q22)
der(12)t(12;15)(p13;q11)
der(14)t(10;14)(q11;p11)
der(14)t(8;14)(q22;q32)
der(15)t(Y;15)(q11;p11)
der(17)t(15;17)(q15;q25)
der(19)t(4;19)(q21,q13)
der(19)t(10:19)(q24;p13)
der(19)t(15;19)(q15;q13)
der(X)t(X;5)(q22;q13)

10000~
T
1000~
o T
100+
X
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Fig. 4.— Niveles de expresion de los genes LPL, ADAM-29 y relacién
LPL/ADAM-29 en pacientes con anomalias estructurales y en el grupo
control. AE: anomalias estructurales; C: controles.

Asimismo, se efectud la comparacién de los pa-
rametros clinicos detallados en la Tabla I, observan-
dose diferencias significativas entre los pacientes
con AEN y AE recurrentes respecto del grupo con-
trol en el recuento de blancos (p=0,019 y p=0,028,
respectivamente). El grupo con AEN mostré dife-
rencias respecto de los pacientes de buen prondstico

en el recuento de plaquetas (p=0,002) y los niveles
de LDH (p=0,029), en tanto que los casos con AE
recurrentes presentaron diferencias significativas en
los niveles de B,Microglobulina comparado con los
controles (p=0,038). El analisis de sobrevida libre
de tratamiento (SLT) para el total de pacientes con
AE mostr¢ diferencias significativas en comparacién
con el grupo control (29 y 69 meses, respectivamen-
te; p=0,036) (Figura 5a). De la misma manera, el
grupo de pacientes con AEN presenté diferencias
significativas tanto en la SLT (13 meses) como en la
SV global (64 meses) con respecto al grupo de buen
prondstico (SLT: 69 meses, p=0,0087; SV global: 144
meses, p=0,0121) (Figura 5a y b).

DISCUSION

Los estudios citogenéticos en neoplasias linfoides
han demostrado ser una herramienta importante en
la caracterizacién bioldgica de estas entidades. Esta
técnica resulta de interés ya que permite el andlisis
del complemento cromosémico completo haciendo
factible la deteccién de anomalias no visibles por
FISH, asi como la identificacién de cromosomas o
regiones cromos6micas que involucran genes de
importancia para el desarrollo y/o progresién de la
patologia. En LLC, las dificultades del crecimiento
in vitro de las células leucémicas ha retrasado la
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Fig. 5.— a) Curvas de sobrevida libre de tratamiento en el total de pacientes con anomalias estructurales (AE) y en el grupo con anomalias estructu-
rales nuevas (AEN) respecto del grupo control (C); b) Curvas de sobrevida global en el total de pacientes con AE y en el grupo con AEN respecto

de los controles.

caracterizaciéon de nuevos marcadores citogenéticos
y determinado la escasa informacién existente al
respecto. En este trabajo, identificamos numerosas
AE no descriptas previamente en la literatura, y eva-
luamos su correlacién con las caracteristicas clinicas
de los pacientes, el estado mutacional de IGVH y los
perfiles de expresién génica.

En nuestra serie, el cromosoma 8 resulté el mas
frecuentemente involucrado en AEN. Estas altera-
ciones determinaron fundamentalmente pérdidas de
parte de su brazo corto, siendo la region 8p21-pter
la més afectada. La recurrencia de desbalances en
8p ha sido escasamente observada en la literatura.
Estudios de CGH (comparative genomic hybridiza-
tion) han mostrado pérdida de 8p en el 5-7% de los
casos con LLC** con un incremento en los pacientes
con sindrome de Richter (44%)*. Haferlach y col.”
encontraron pérdida de 8p sélo en pacientes con ca-
riotipos complejos y delecién de la region 8p11-pter
en casos portadores de alteraciones que involucran
los loci de las inmunoglobulinas. Por su parte, Gru-
bor y col.* detectaron, mediante el uso de la técnica

ROMA (representational oligonucleotide microarray
analysis) una nueva regién de delecién de 3,6 Mb
en 8p21.2-p12, que incluye al gen TRIM35, en tanto
que Grunnarsson y col.”” observaron mediante array
de SNP (single nucleotide polymorphism) delecion
de 8p11.2-p23.3 en el 1,6% de los casos analizados.
Simultaneamente, Forconi y col.* encontraron que
tanto la SLT como la SV global eran significativa-
mente mds cortas en los pacientes con pérdida de 8p,
sugiriendo la importancia clinica de esta alteracion.

La deleciéon 13q14 es la anomalia mds comun
en LLC, encontrandose asociada a buen prondstico
cuando se la observa como tnica alteraciéon’. No
obstante, los rearreglos estructurales de este cromo-
soma son mucho menos frecuentes, siendo impor-
tante su deteccién ya que cambia significativamente
el prondstico de la enfermedad®. En nuestra serie
encontramos cinco AEN de este cromosoma, la ma-
yoria como parte de cariotipos complejos, entre las
cuales es de destacar la presencia del psu dic(13;3)
(q34;p21), alteracion de escasa observacién en LLC*,
y usualmente asociada a inestabilidad genética.
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Finalmente resulta de interés la deteccién de
AEN de los cromosomas 12, 15 y de los pares sexua-
les, todos raramente involucrados en rearreglos en
LLC?. En el cromosoma 12, las AEN determinaron
ganancia recurrente de parte de su brazo largo
abarcando la regién 12q13-qter que incluye la banda
12q22, lugar donde se ubica el gen CLLUI (chronic
lymphocytic leukemia up-regulated gene 1), so-
breexpresado exclusivamente en células de LLC™®.
Resultados previos de nuestro grupo® muestran
la asociacién de anomalias de este cromosoma con
mala evolucién clinica, en tanto que otros autores®
refieren ganancia de 12q en el 5% de los casos
con alteraciones cromosémicas. Con respecto al
cromosoma 15, datos de la literatura muestran
translocaciones que lo involucran en el 3,2% de
los casos®. En cuanto a los cromosomas sexuales,
en nuestra serie detectamos tres AEN de estos cro-
mosomas: der(X)t(X;5)(q22;q13), dup(X)(q22q26) y
der®™ t(Y;15)(q11;p11). Dado que nos encontramos
con una patologia cuya edad media estd entre los
65 y 70 afios de acuerdo a los diferentes estudios,
la pérdida de los cromosomas X e Y es un evento
de frecuente aparicién, no asi las alteraciones es-
tructurales de los mismos, y mucho menos atin las
del cromosoma Y?.

Si bien el estado mutacional de IGVH pudo ser
evaluado en un nimero reducido de pacientes, se
observé una distribucién similar de casos con AE
entre los pacientes M y NM. En este aspecto, los
datos de la literatura presentan resultados contra-
dictorios. Algunos autores, como en nuestro caso, no
encuentran asociacién entre el cariotipo y el estado
mutacional de IGVH?, en tanto que otros detectan
correlacién de IGVH NM con un mayor nimero
de aberraciones, la presencia de translocaciones no
balanceadas y cariotipos complejos'®*2. Cabe aclarar
que los pacientes con anomalias estructurales de los
que se dispuso material para efectuar el analisis de
IGVH no presentaban cariotipos de alta compleji-
dad, situacion que podria explicar los resultados
observados.

En referencia a los perfiles de expresién génica,
si bien no se detectaron diferencias significativas
posiblemente debido al limitado ntimero de pa-
cientes analizados, nuestros datos muestran por
primera vez una mayor expresion de LPL y menor
de ADAM-29 en los casos con anomalias estructu-
rales respecto de controles. La literatura sélo refiere
correlacién con los grupos de riesgo de FISH, ob-
servando mayor expresién de LPL en los pacientes
con deleciéon de 17p y 11q**%, y alta expresién de
ADAM-29 en el grupo con delecién 13q14*.

El anélisis del seguimiento clinico mostré una
SV global y SLT significativamente mas corta en
los pacientes con AE, particularmente aquellos
con AEN respecto de los casos sin alteraciones.
De esta manera, nuestros datos confirman obser-
vaciones previas de la literatura® **!, sustentando
el importante valor pronéstico de las anomalias
estructurales en LLC, cuya presencia representa
un importante pardmetro a tener en cuenta en la
evaluacién de la evolucién clinica de los pacientes.

Concluyendo, el presente estudio permitié de-
finir 32 anomalias no descriptas previamente en la
literatura, una de ellas recurrente en nuestra serie
y detectar tres rearreglos observados una tinica vez
en la literatura que pasan a ser recurrentes a partir
de nuestros resultados. Finalmente, nuestros datos
confirman el impacto de las anomalias estructurales
en la SV de los pacientes, particularmente en aquellos
con cariotipos complejos, y muestran por primera vez
una asociacién entre los perfiles de expresion génica
de LPL y ADAM-29 y las caracteristicas citogenéticas.
De esta manera, el presente estudio refuerza la im-
portancia del andlisis citogenético en la comprensién
del comportamiento biolégico de la LLC.

ABSTRACT

Cytogenetic analysis allows the detection of structu-
ral abnormalities (SA) that cannot be observed by FISH
(fluorescence in situ hybridization). Thirty four patients
with diagnosis of chronic lymphocytic leukemia (CLL)
and clonal SA were evaluated. Results were correlated
with clinical characteristics, IGHV mutational status, and
LPL and ADAM?29 expression profiles. To compare clini-
cal parameters, a control group of 78 CLL patients with
normal karyotype and FISH analysis were also analyzed.
RT-PCR and DNA sequencing for IGHV, and real-time
PCR for gene expression were performed. Sixteen CLL
patients showed new SA; chromosome 8 was the most
frequently involved (7 translocations), followed by pairs
13 (6), 12 (5) and 15 (4). A similar distribution of SA in
patients with IGHV mutated and unmutated was obser-
ved. Although no significant differences were found,
lower ADAM?29 and higher LPL expression in patients
with SA compared to controls were observed. Patients
with new SA showed significant differences in white
blood count (p=0.019), platelet count (p=0.002), lactate
dehydrogenase levels (p=0.029), treatment free survival
(13 months) and overall survival (64 months) than the
control group (69 and 144 months; p=0.087 and p=0,012,
respectively), supporting the important prognostic value
of chromosomal translocations in CLL.
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