4. DISCUSSIO
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4.1. Alteracions citogenétiques en la LLC-B atipica (articles 1i 2)

Les alteracions citogenetiques associades especificament a la forma atipica de
la LLC-B (LLCa) han estat poc estudiades, ja que les series que inclouen
estudis citogenetics i d’HIS, classicament, no han distingit entre les dues
formes morfologiques de la malaltia (Juliusson i col., 1990; Oscier i col., 1990;
Juliusson i col., 1991). L‘alteracié que més sovint s’ha associat a la LLCa ha
estat la trisomia 12 (Criel i col., 1994; Woessner i col., 1994; Matutes i col,
1996; Woessner i col., 1996). Les principals series sobre alteracions
citogenétiques en la LLCa es mostren a la Taula 2 de I'article 1*. Criel i col.
(1994) detecten un 62% d’alteracions citogenetiques, entre les quals, la
trisomia 12 és l'alteracio més freqient, amb una incidéncia global del 57%
(detectada per FISH). En la série de Matutes i col. (1996), un 45% dels pacients
presenten anomalies cromosomiques, un 18% amb trisomia 12, un 7% amb
del(13q) i el 20% restant amb altres alteracions cromosomiques. La série previa
estudiada en el nostre laboratori sobre 13 casos (Woessner i col., 1996)
detecta anomalies en el 62% de casos, i trisomia 12 en el 31%. En una série
posterior de Criel i col. (1997), la incidéncia d’alteracions en el cariotip és del
55.2%, un 35.8% presenten trisomia 12 i un 19.4% dels pacients presenten
altres alteracions. Finalment, en la serie de Bigoni i col. (1997), les alteracions
citogenetiques es detecten en el 63% de malalts i la trisomia 12 en el 21% del
global.

En el present estudi s’han analitzat 27 pacients afectes de LLCa i en el 70.4%
(19/27) dels quals s’han detectat alteracions cromosomiques. Cal destacar que
guan s’estudia la LLCa, el percentatge de casos amb cariotip alterat (entre 55 i
72%) és més elevat que en les séries que no seleccionen les LLC-B, en les
quals la incidéncia se situa al voltant del 50%. Els resultats de l'article 1
confirmen que la trisomia 12 representa una alteracio citogenetica associada a
la LLCa. En els casos que presenten una morfologia atipica, és molt poc
frequent trobar altres alteracions citogenetiques. Depenent de la técnica de
deteccio utilitzada, els percentatges de trisomia 12 poden ser molt diferents. Els

nostres resultats ho reflecteixen: un 22% (6/27) si s'utilitza la técnica de

* Les dades sobre la série de Matutes i col., 1996 estan equivocades a la Taula 2 de I'article 1.
Les dades correctes es troben en el text.
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citogenetica convencional respecte un 63% (17/27) aplicant la tecnica de FISH.
La rao per la qual succeeix aquest fenomen és la dificultat d’estimular la divisio
dels limfocits B en cultiu in vitro per obtenir metafases. Quan s’aplica la
citogenetica interfasica, el resultat de I'estudi cromosomic s’avalua sobre tots
els nuclis del cultiu, hagin o no entrat en divisio, per tant, €s molt més fiable i
pot donar lloc a resultats diferents respecte els obtinguts per citogenetica
convencional (veure 1.4.1.5.).

Respecte el tipus de mostra estudiat, el nostre treball es va basar
fonamentalment en cultius de sang periférica, amb I'excepcié de dos casos fets
exclusivament sobre medul.la 6ssia i un cas en qué es va estudiar sang
periferica, medul.la ossia i liquid pleural. No es va obtenir cap mostra de gangli,
bé perquée els malalts no presentaven adenopaties (estadis inicials) o bé per
dificultats d’obtencié de la mostra. Liso i col. (1999), en un estudi fet sobre 23
LLC-B en el moment del diagnostic, varen analitzar la preséncia de trisomia 12
en diferents teixits hematopoétics, sang periférica, medul.la ossia i gangli
limfatic, amb la intenci6 de determinar si I'expressid de [lalteracié era
homogenia en tots els teixits, o bé existien diferencies. Aquest treball conclueix
que el teixit amb més expressié de l'alteracié cromosomica és el gangli limfatic,
seguit de la sang periférica i la medul.la 0ssia, tot i que entre els dos darrers no
existeixen diferencies significatives. Aquests resultats indiquen la idoneitat de
realitzar els estudis citogeneétics i per HIS de la LLC-B en mostres de gangli
limfatic com a primera opcio, seguit de la sang periférica.

En el nostre treball, s’ha avaluat també la presencia de la del(13)(q14) i la
del(17)(p13), alteracions freqients en la LLC-B. La del(13)(g14) només es va
detectar en un dels 17 pacients estudiats (6%). Aquesta alteracio s’ha descrit
associada a forma morfologicament tipica de la LLC-B (Neilson i col., 1997;
Hamblin i col., 1999); tot i aix0, Bigoni i col. (1997) van descriure la preséncia
d’aquesta anomalia en el 39.5% dels seus casos amb LLCa. Es de destacar
gue les regions cobertes amb les sondes utilitzades no han estat les mateixes.
Tal i com s’ha descrit anteriorment (veure 1.4.1.5.), I'hipotetic gen supressor de
tumors situat a 13ql4 encara no s’ha identificat, i hi ha hagut molta
controvéersia respecte quina és realment la regido que es deleciona. En un
principi el gen candidat va ser el gen Retinoblastoma (RB1), per aixo en aquest

estudi es va utilitzar la sonda LSI 13914 o Rb. Més tard s’ha vist que la regid
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delecionada es troba més a prop del telomer, per tant, no s’hauria utilitzat la
sonda adequada, i aquest fet podria ajudar a explicar que només un dels disset
casos estudiats hagi presentat la delecid. Respecte la del(17)(p13), on se situa
el gen TP53, no s’ha detectat en cap dels nostres pacients. Aquesta alteracio
es troba en un 9-15% de totes les LLC-B i s’ha associat a estadiis avancats de
la malaltia i refractarietat del tractament, perd0 no s’ha vist associada
especificament a cap de les variants morfologiques (Déhner i col., 1999). El fet
gue la majoria dels nostres pacients es trobessin en estadis inicials de la
malaltia (21 estadis A, 1 estadi B, 3 estadis C, 2 desconeguts) podria explicar
aguesta troballa.

Fent referéencia a I'afectacio d’altres cromosomes, és de destacar la preséncia
d’'una del(7)(g32) com a unica alteracio, un derivatiu der(17)t(11;17)(p11;pll) i
un cariotip complexe amb presencia de del(14)(g24) i der(18)t(18;22)(q21-
22;011-13) entre altres anomalies. En la série de Bigoni i col. (1997) destaca
I'afectacio de 4q, 6q, 10g 11q i 13g com a alteracions secundaries recurrents a
la LLCa, pero els punts de trencament son heterogenis, de manera que calen
més estudis per a definir realment quines sén aquestes alteracions I'entitat que
ens ocupa. La del(14q) és una alteracié recurrent perdo poc frequient a les
SLPC-B. La majoria dels casos descrits amb aquesta delecid s6n LLC-B i
LDCG. Les bandes més habitualment implicades sén 14922-g24, tot i que
existeix poca informacio al respecte. El significat clinic d’aquesta alteracio
encara esta per determinar. Pel fet de trobar-se al LDCG, podria ser que
s’'associés a limfadenopaties i a formes més agressives de la malaltia
(Martinez-Climent , 2000). Quant a la troballa de del(7)(q32) com a Unica
alteracio, és el primer cas de LLCa que s’ha descrit (Mitelman, 1994). El nostre
grup va ser el primer a descriure la del(7)(q32) en neoplasies de cel.lules B
madures, en concret en dos pacients afectes de LELVC, un pacient amb un
LNH en fase leucemica i el quart amb una TL (Solé i col.,, 1993). Aquesta
alteracié ha estat associada a limfomes de baix grau amb limfocits B circulants
gue presenten caracteristiques limfoplasmocitoides, i sovint forma part de
cariotips complexes (Herndndez i col.,, 1997b). Tal i com s’explica a la
introduccid, la del(7)(g32) s’ha vist associada al LEZM (article 4).

En relacié a l'afectaci6 de 17pl3, en larticle 1 trobem dos pacients amb

monosomia de TP53, un amb monosomia 17 i laltre amb
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der(17)t(11;17)(p11;pl1l). Aquests dos pacients presentaven un estadi inicial
(A-0), fet que no concordaria amb I'associacio entre TP53 mutat/delecionat i
estadis avancats de la malaltia. En canvi, a I'article 2 es descriu un pacient amb
un cromosoma dicéntric dic(17;18)(q10;q10), que presenta monosomia per
TP53 i estava en estadi avancat (C-1V), en relaci6 amb [lassociacio
anteriorment descrita (Do6hner i col., 1999). En el treball de Callet-Bauchu i col.
(1999) s’estudien les alteracions citogenétiques estructurals que afecten 17p i
es detecta una incidencia de I'11%. Destaca el fet que 17p es transloca amb
cromosomes molt diversos com a parella, entre els quals es troben els
cromosomes 2, 4, 12, 13, 15, 18, 19, 20 i 22. En tots els casos excepte un,
I'alteracio estructural que afectava 17p formava part d’'un cariotip complexe, fet
gue permetia postular que aquestes alteracions actuarien com a alteracions
secundaries a la LLC-B. Tot i aix0, en un dels casos, i també en el nostre
(article 2), l'alteracio de 17p es presenta com a Unica alteracid, per tant,
excepcionalment també podria aparéixer com a alteracié primaria. Tots els
casos tenen en comu una pobre resposta al tractament, progressio de la
malaltia i una supervivéncia escurcada. En la serie de Callet-Bauchu i col.
(1999), de 14 malalts amb alteracions estructurals a 17p, quatre es presenten
en forma de cromosoma derivatiu, sis en forma de cromosoma dicentric i quatre
amb tots dos tipus d’anomalia. Una incidéncia de cromosomes diceéntrics tan
elevada com la detectada en aquesta serie (10/14, 71%) no havia estat mai
descrita en SLPC-B. Respecte el dic(17;18)(q10;q10), sembla ser que és el
dicentric meés frequent a la LLC-B, ja que existeixen set casos descrits (D6hner
i col., 1995; Callet-Bauchu i col., 1999). Una de les principals consequéncies de
les translocacions no equilibrades de 17p, donin o no lloc a un cromosoma
dicéntric, és la perdua d'una copia del gen supressor de tumors TP53, tan
associat a la LLC-B.

Finalment, cal destacar la preséncia d’'un der(18)t(18;22)(q21-22;q11-13) en un
cas amb cariotip complexe. La t(18;22)(q21;911) es considera una variant de la
t(14;18)(g32;921), caracteristica dels LCF i dels LDCG. Aquesta alteracio
estructural equilibrada entre el gen bcl-2, mapat a 18921, i el gen de la cadena
lleugera lambda de les Ig, mapat a 22q11. En les LLC-B, la t(14;18)(q32;921) i
les seves variants t(2;18)(p11;921) i t(18;22)(921;911) s’han descrit amb una

frequencia molt baixa (1-2%). En aquests casos, €s més habitual, encara que no
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exclusiu, que el punt de trencament del gen bcl-2 se situi a la regié VCR (Variable
Cluster Region), independentment de si reordena amb el gen de les cadenes
pesades (a 14932) o amb els gens de les cadenes lleugeres de les Ig (kappa a
2pl1lilambda a 22ql1). La regi6é VCR se situa a 5’ del gen i és poc frequent
trobar aquest punt de trencament en les t(14;18) i les seves variants en LCF i
LDCG. En aquests casos, el gen es trenca fonamentalment per les regions
MBR (Major Breakpoint Region) o mcr (minor cluster region), situades a 3’ del
gen (Dyer i col., 1994; Espinet i col., 1999; Willis i Dyer, 2000).

De tots els casos de LLCa estudiats, cap d'ells presenta la t(11;14)(q13;932)
caracteristica del LCM, que inicialment s’havia associat a algunes formes de LLC-
B atipica (Brito-Babapulle i col., 1992; Cuneo i col., 1995). Tampoc no s’ha trobat
trisomia 3 ni afectacio de 3q, caracteristiques dels limfomes de la zona marginal

(ja siguin nodals, extranodals o esplenics).

4.2. Alteracions citogenetiques en el LCM (article 3)

En els dltims anys, ha quedat plenament demostrat que la t(11;14)(q13;932) és
una alteracié cromosomica caracteristica del LCM, i que no es troba present en
la LLC-B, sigui tipica o atipica, ni en el LEZM, que s’havia descrit associada a
alguns LELVC (Oscier i col., 1993). Aquesta alteracié es detecta en proporcions
diferents depenent del tipus de tecnica utilitzada. La técnica més fiable és la
técnica de FISH amb la sonda de dos colors que marca les regions bcl-1 i IgH,
detectada tant sobre metafases com sobre nuclis en interfase (actualment
existeix una sonda comercialitzada per VYSIS que conté una barreja de dues
sondes que cobreixen la regi6é IgH, situades a esquerra i dreta de la regioé de
trencament del gen, marcades de color verd, i una sonda que cobreix la regio
del gen de la ciclina D1 o CCND1 -aprox. 350 Kb-, i s’estén des d’'un punt
teloméric a FGF4 fins un punt 100 Kb centromeric a MTC). Amb aquesta
técnica, aixi com si s'utilitza la tecnica de fibres de DNA, el nombre de LCM que
presenten I'anomalia arriba gairebé al 100% (Bigoni i col., 1996; Monteil i col.,
1996; Vaandrager i col., 1996). Per tecniques de citogenetica convencional, la
t(11;14) es detecta en aproximadament un 60-70% dels casos; en aquells

casos negatius, la no deteccidé s’atribueix a la no obtencid de metafases
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patologiques, de manera que el que s’avalua no son cel.lules leucémiques sin6
normals. Finalment, les técniques de biologia molecular sén molt limitades en
aguest cas, degut al fet que els punts de trencament del gen bcl-1 (a 11913)
s6n molt variables i es localitzen en una regié molt amplia, entre 15 i 400 Kb de
distancia a 5’ del gen de la ciclina D1. Aquest fet determina que ni la técnica de
PCR ni la técnica de Southern Blot siguin capaces de detectar tots els casos en
qué hi ha translocacio (utilitzant els encebadors o primers per la regié MTC, per
PCR es detecten un 30-40% de casos positius, Figura 5) (Yatabe i col., 2000).

En el nostre treball (article 3), la detecci6 de t(11;14) per citogenética
convencional ha estat molt elevada, d’'un 77%, similar al trobat per alguns grups
(Wlodarska i col., 1999, troben un 83% de casos amb l'alteracié), mentre que
altres series troben valors d’entre el 40 i el 60% (Johansson i col., 1995;
Argatoff i col., 1997; Ott i col., 1997). En general, els cariotips associats al LCM
son caritoips complexes, amb multiples alteracions citogenetiques. En l'article
3, només un cas va presentar la t(11;14) com a Unica alteracié (10%), aixi com
en el treball de Wilodarska i col. (1999). Les alteracions secundaries que
acompanyen la t(11;14) consisteixen tant en alteracions numeriques com
estructurals, que inclouen translocacions reciproques i no reciproques,
inversions, isocromosomes, delecions i cromosomes marcadors no
identificables. Les principals regions involucrades es descriuen a la taula 17.
Les alteracions secundaries trobades en el nostre estudi es detallen a la taula 2
de l'article 3. Els principals cromosomes implicats van ser els seguents: 1, 2, 9,
13, 17 i Y. Aquests cromosomes també apareixen a les séries de Wlodarska i
col. (1999), i de Cuneo (2000), en linies generals. D’aqguestes séries es despren
que és frequent detectar la perdua de 6/6q com a alteracié secundaria, fet no
confirmat en el nostre treball (en el qual, aquesta alteraci6 només es detecta
en un sol cas). Els punts de trencament afectats s6n molt variables degut a la
gran diversitat de zones afectades i també al relativament petit nombre de
casos estudiats globalment a la literatura. La perdua del cromosoma Y, inclosa
en totes les séries com a alteracié secundaria, té unes implicacions poc clares,
ja que s’ha descrit associada a homes d’edat avancada, com si respongués al
fenomen de I'envelliment (Mitelman i Levan, 1981). Tot i aix0, pel fet de formar
part de cariotips complexes i de coexistir amb altres metafases

cromosomicament normals, es podria inferir que en aquests casos no seria una
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alteracio cromosomica relacionada amb I'edat avancada dels pacients, sind
propia de la malaltia. De la nostra série de LCM, dos malalts han presentat
alteracions cromosomiques en el cromosoma 7, un a 7p22 i l'altre a 7932,
aquest ultim en forma de delecié i com a Unica alteracié (veure taula 1 de
larticle 3). Com s’ha esmentat en l'apartat anterior (veure 4.1.), aquesta
aberracié s’ha descrit en diversos tipus de SLPC-B de ceél.lules madures
(Hernandez i col., 1997b), i associat al LEZM, pero el fet de trobar-la en altres
limfomes descarta I'exclusivitat per una sola patologia. Respecte a la regio
17p13, s’ha vist afectada en dos pacients, que en el moment d’escriure I'article
havien mort (supervivéncies de 12 i 87 mesos), fet que es relaciona amb el mal
pronostic que confereix aquesta anomalia, ja sigui a la LLCa com al LCM o0 a
altres entitats.

En les formes blastiques, s’ha descrit una incidéncia més elevada de clons
tetraploides o hipotetraploides (aproximadament en un 30% de les formes
blastiques, totes elles de subtipus pleomorfic), perd sempre amb la preséencia
de la t(11;14), com a caracteristiques principals (Ott i col, 1997). De la present
série de LCM, només tres casos han estat diagnosticats com a formes
blastiques, perd en cap dels casos s’ha trobat un cariotip tetraploide. En dos
d’ells es va detectar la t(11;14) formant part d’'un cariotip complexe i en un
tercer, la Unica alteracio observada va ser una del(16)(g22).

Respecte el tipus de mostres utilitzades, es varen utilitzar cel.lules procedents
de gangli limfatic i de sang periférica. De la nostra experiencia es despren que
els cariotips realitzats en gangli limfatic donen millors resultats que aquells
realitzats en sang periférica, en relacié també amb el grau d’infiltracié en aquest
altim teixit. En cap dels malalts estudiats s’ha detectat la preséncia de
del(13)(q14), de del(11)(q22-g23) ni de trisomia 12, alteracions classiques de la
LLC-B. En canvi, la +3, que es vol associar amb els limfomes marginals, entre

ells els LEZM, s’ha detectat en un malalt, aixi com la del(7)(q32).
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Taula 17. Alteracions cromosomiques secundaries recurrents en el LCM

(segons un estudi fet sobre 41 casos de LCM; Wlodarska i col., 1999)

Tipus d’alteracions recurrents Frequencia (%)
Alteracions estructurals-Punts de trencament
3q11 5
10p15 7
11913 7
11g21* 5
11922 5
12924 5
13934 5
15026 5
17921 5
19913 5
Alteracions numeriques- Péerdues

1/1p 15

29*
3p 7
6/6q* 24
7q 10
8/8p 12
9/9g* 20
10/10p* 12
11qg* 22
13/13q 27
14 17
17/17p 10
Y 12

Alteracions numeriques- Guanys

3/3g* 20

* Anomalies que es detecten com a Unica alteracié addicional en cariotips amb t(11;14)
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4.3. Alteracions citogenétiques en el LEZM (article 4)

En el LEZM, com ja s’ha esmentat a la introduccio, la definicié de les entitats
citogenetiques recurrents ha estat forca controvertida. En els inicis, les
alteracions citogenetiques es varen descriure en el LELVC, la forma
d’expressio periferica del LEZM, i es va trobar com a alteracié caracteristica la
t(11;14)(913;932), ja descrita en el LCM (Oscier i col., 1993; Jadayel i col.,
1994; Troussard i col., 1998). Posteriorment, en una reclassificacié dels casos
inclosos en el primer estudi, es va veure que molts d’ells corresponien a LCM
leucemitzats, que morfologicament i immunofenotipicament es poden
confondre amb LEZM/LELVC (Isaacson, 1999), fet que precisament ha motivat
la realitzacié d’aquesta tesi. Savilo i col. (1998), en un estudi sobre 17 LEZM,
analitzen la preséncia o abséncia de translocacié t(11;14) per citogenética
convencional, de reordenament de bcl-1 per Southern Blot, de preséncia d’ARN
missatger de ciclina D1 per Northern Blot i d’expressié proteica de ciclina D1
per immunohistoquimica. En cap dels casos es detecta presencia de
translocacié, reordenament, quantitat d’ARN missatger ni expressio proteica de
ciclina D1. Aquest treball de Savilo i col. (1998) fa esment del contrast dels
seus resultats amb els resultats d’Oscier i col. (1993) i Jadayel i col. (1994).
Com ja hem esmentat repetidament, en cap dels casos inclosos en l'article 4
(amb un diagnostic esplénic exhaustiu) s’ha detectat la t(11;14).

Els cromosomes 1, 3, 7 i 8 han estat els més implicats, sobre una série de 19
malalts, dels quals, un 58% ha presentat alteracions citogenetiques. En vuit dels
dinou malalts, el cariotip ha presentat tres 0 més anomalies cromosomiques
(cariotip complexe). L'afectacio del cromosoma 3 ha estat la més frequent, en
forma de trisomia en un 36% dels casos. La del(7g) també es perfila com a
important. En una ampliacié de la nostra serie (article 4) fins a 47 pacients (dades
en publicacio), les alteracions més frequents sén els guanys de 3q, en forma de
+3/+3q, detectats en el 30% de pacients (la trisomia 3, sense tenir en compte els
casos de +3q, es detecta en un 17% de casos) i les perdues de 7q,
fonamentalment en forma de del(7q), en un 35% de pacients.

La trisomia 3 no sembla ser una alteracio caracteristica com a distintiva en els
LEZM. Com s’ha esmentat anteriorment, aquesta anomalia citogenética s’ha

associat als limfomes marginals nodals i extranodals en més elevada proporcio
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gue no pas als espléenics (62% i 67% respecte 55% respectivament, Dierlamm i
col., 1996b; 60% en extranodals, Wotherspoon i col., 1995). En un estudi recent,
Gruszka-Westwood i col. (1999) detecten una incidéncia de +3 d'un 17% en
LELVC, utilitzant tecniques de FISH interfasica. En totes les series de
LEZM/LELVC, la +3/+3q s’observa en un nombre inferior de malalts que en els
LZMN i els LMALT, fet que permetria diferenciar I'entitat que ens ocupa de la
resta de limfomes de la zona marginal, tot i mantenir una certa similitud.

La del(7)(q32) és una alteracio citogenetica detectada en diversos tipus de
limfomes de baix grau amb expressi6 hemoperiférica que presenten
caracteristiques limfoplasmocitoides (Hernandez i col., 1997b). Molt sovint,
aguesta anomalia es presenta formant part de cariotips complexes, fet que
suggeriria que el gen supressor de tumors potencial situat a 7932 tindria un paper
relacionat amb la progressi6 de la malaltia, més que no pas amb el
desencadenament d’aquesta. Tot i aix0, en alguns casos s’ha detectat com a
Unica alteracié. Mateo i col. (1999) han estudiat les pérdues al.leliques de 7q (des
de 7921 a 7936) per pérdua d’heterozigositat (LOH, de Il'angles loss of
heterozigosity) en 20 casos de LEZM i en 26 casos afectes d’altres tipus de
SLPC-B que morfologicament es puguin confondre amb el LEZM, tals com LLC-
B, LCM, LCF i LMALT. Entre el grup de LEZM, un 40% de pacients presenta
pérdua de 7q, mentre que entre el grup d'altres SLPC-B només es perd en un
7.7% dels casos. La regio que es deleciona amb més frequéncia se situa a 7931-
32. Aquests resultats son estadisticament significatius, i apuntarien cap a 7931-32
com a marcador d’aquest tipus de patologia, associat també a una major
progressio tumoral. Cal recordar, pero, que aguesta anomalia (en les nostres
séries i en d’altres) ha estat detectada també en altres patologies (LLC-B, LCM,
LPC, etc), per tant, no seria una alteracio citogenetica exclusiva d’aquesta entitat.
Paral.lelament, Corcoran i col. (1999) han estudiat quatre casos de LELVC/LEZM
i han detectat I'existencia de translocacions que impliquen les bandes 7921-g22,
on esta mapat el gen de la ciclina depenent de kinasa 6 (CDK®6). En tres casos, el
reordenament implica també la regio 2q12, on esta mapat el gen de la cadena
lleugera kappa de les Ig. El resultat d’aquestes translocacions condueix a una
sobreexpressio de CDKB6, i probablement a una desregulacio del cicle cel.lular, fet
gue podria explicar, en part, la transformacié neoplasica. De totes maneres, cal

estudiar meés casos per confirmar aquestes troballes. En cap dels casos publicats

130



Discussi6

en l'article 4 ni en la série posterior de 47 malalts (dades en curs publicacio) s’ha
trobat cap cas amb translocacio de 7q21-g22 que impliqui la regio 2p12.

En el LEZM també s’han descrit alteracions citogenétiques que afecten la regio
14932, on esta mapat el gen de la cadena pesada de les Ig. A l'article 4 es
descriuen dos casos amb 14q afectat, un en forma de der(14q) i I'altre en forma
d’add(14)(g32). Altres translocacions descrites han estat la t(7;14)(g21;932),
variant de la t(2;7)(p12;921), que afecta el gen CDKG6, i recentment la
t(6;14)(p12;932) (Solé i col., 2000). En la serie ampliada del nostre grup (dades
en publicacid) també s’ha descrit la t(10;14)(g24;932). La banda 10924 es troba
implicada en alteracions citogenetiques en aproximadament el 5% dels LNH de
tipus B de baix grau, i amb una frequencia més baixa en els LNH de grau intermig
i alt. El probable gen candidat situat a 1024 és el gen NFKB2, que es troba
alterat en menys de I'1% dels LDCG (Willis i Dyer, 2000). Totes aquestes dades
confirmen la importancia de la implicacié del gen de la cadena pesada de les Ig

en la patogénia del LEZM i de les neoplasies de cél.lules B madures en general.

4.4. Consideracions respecte la limfocitosi B policlonal persistent (LBPP)
(article 5)

La limfocitosi B policlonal persistent (LBPP) és una patologia en la qual no
existeix consens sobre si és una expressid previa al desenvolupament d’'una
leucemia/limfoma B amb una taxa de progressiéo molt lenta o bé representa un
fendomen reactiu. Fins a l'actualitat, existeixen prop de 60 casos referits a la
literatura, dels quals dos han evolucionat, I'un cap a un blastoma pulmonar i
I'altre a un limfoma no Hodgkin, al cap d’onze i dinou anys, respectivament, del
diagnostic (Lawlor i col., 1991; Delage i col., 1997).

Aquesta entitat, descrita el 1982 per Gordon i col., es caracteritza per afectar
generalment dones de mitjana edat, fumadores i asimptomatiques. Les
pacients presenten limfocitosis absolutes moderades pero sostingudes, d’entre
5 i 15x10°%/L, amb la caracteristica de presentar limfocits bilobulats circulants.
Fenotipicament, els limfocits bilobulats expressen alhora cadenes lleugeres
kappa i lambda, fet que indica la seva natura policlonal. També és caracteristic
detectar una augment policlonal d’'IgM en serum, mentre que els nivells d’IgA i

IgG es mantenen normals o baixos. Es habitual la troballa d’expressié de
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I'haplotip HLA-DR7 en la superficie dels limfocits, fet que ha suggerit una
possible predisposicid genética de la malaltia (Cassasus i col., 1987; Perreault i
col., 1989; Delannoy i col., 1993; Matutes i col., 1994; Troussard i col., 1994;
Delage i col., 1997; Troussard i col., 1996).

Si s’estudia la morfologia dels limfocits de sang periférica, es poden observar
dos tipus de limfocits atipics, uns de mida més gran, similars als que es troben
en determinades infeccions viriqgues com és el cas de la mononucleosi pel virus
d’Epstein Barr, i d’altres més petits, amb un nucli bilobulat. Els limfocits
bilobulats es poden observar en algunes SLPC-B, especialment a la leucemia
prolimfocitica cronica, pero també en altres entitats (com és el cas de la LLCa,
el LCM i el LEZM). Per aquesta rad, és molt important establir el diagnostic
diferencial. Per altra banda, si no es realitza un bon estudi morfologic de sang
periférica, aquesta entitat també pot passar desapercebuda. Es recomanable
dur a terme un estudi morfologic complementat amb altres dades, com son les
immunofenotipiques i les de I'haplotip HLA-DR.

Des del punt de vista citogenétic, en aquestes malaltes s’ha descrit la
presencia d'un isocromosoma i(3)(q10) adicional, i per estudis de FICTION
(Fluorescence Immunophenotyping and Interphase Cytogenetics as a Tool for
Investigation of Neoplasms), que combinen la FISH interfasica amb
'immunofenotipatge, s’ha determinat que I'alteracio citogeneética es distribueix a
'atzar en la poblacié de limfocits, independentment de I'aspecte del nucli
(Callet-Bauchu i col., 1997). Val a dir que els estudis de FISH s’han dut a terme
amb la sonda centromerica del cromosoma 3, de manera que no és possible
distingir entre I'isocromosoma +i(3)(g10) i la trisomia 3 .

Es important destacar que la trisomia 3 representa el principal marcador en els
limfomes marginals, principalment extraesplénics (LZMN i LMALT), pero que
també es troba en un nombre no despreciable de LEZM (Wotherspoon i col.,
1995; Dierlamm i col., 1996b), com s’ha esmentat anteriorment. El mecanisme
pel qual la trisomia 3 o altres alteracions del cromosoma 3 podrien contribuir a
la transformacié neoplasica és encara desconegut. En aquest cromosoma hi ha
mapats una serie de gens que podrien contribuir a I'efecte neoplasic. Aquest és
el cas del gen que codifica I'antigen de superficie dels limfocits B (localitzat a
3013.3-3921), que, en cas d'estar sobreexpressat, podria desencadenar un

augment de la produccio de limfoquines, en concret d’'IL-2 (Freeman i col.,
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1992; Dierlamm i col.,, 1996a). Per altra banda, el gen homeobox PBX2
(localitzat a 3g22-9g23) i el gen que codifica una subunitat d’'IL12 també podrien
tenir un paper destacat (Monica i col., 1991; Wolf i col., 1991). Recentment
s’han associat els reordenaments del gen bcl-6 (localitzat a 3927) amb el
LDCG, que apareix amb frequéncia en localitzacions extranodals (Ye i col.,
1993; Lo Coco i col., 1994). En els casos de LBPP que presenten +i(3)(q10)/+3
€s probable que existeixi també sobreexpressid de diversos d'aquests gens
degut a l'efecte de l'augment de la dosi génica. Es encara un interrogant

I'evoluci6 futura dels individus afectes per aquesta patologia.
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- La LLCa, el LCM i el LEZM, entitats que poden ser dificils de distingir degut a
la possibilitat que presentin caracteristiques cliniques, morfologiques i
immunofenotipiques molt similars, mostren les seglents caracteristiques

citogenétiques:

1.LLCa
1.1. L’alteracié citogenetica caracteristica de la LLCa és la trisomia 12.
Generalment es troba com a Unica alteracio.
1.2. L’'aplicacio de la técnica de FISH interfasica €s molt util en la deteccié de
la trisomia 12, degut a la dificultat de fer entrar en divisié la cél.lula leucemica.
1.3. Només s’ha detectat la preséncia de del(13)(q14) en un dels casos
estudiats, explicable per dues raons:
a) no s’ha utilitzat la sonda adequada, ja que sembla que la regi6 que es
deleciona se situa més propera al telomer.
b) Aquesta alteracié citogenética no es troba associada a la LLC forma
atipica.
1.3. L'afectaci6 de 17pl3 s'associa a una resposta pobra al tractament,
progressié de la malaltia i supervivencia escurcada, per0 no és especifica
d’aquesta patologia.
1.4. En cap dels casos estudiats es detecta la preséncia de la t(11;14)(q13;932)
ni de +3/+3q, pero un cas presenta la del(7)(g32).

2.LCM

2.1. L’alteracioé citogenética caracteristica del LCM és la t(11;14)(q13;932).
Aquesta translocacié no es troba en cap de les altres de les entitas estudiades.
2.2. La t(11;14) es detecta en un 60-70% dels casos estudiats per citogenética
convencional. Aquesta tecnica no és la millor per a detectar I'esmentada
alteracio, ja que, com es desprén de la revisié bibliografica que s’ha dut a
terme, la tecnica de FISH interfasica és meés sensible i permet detectar la
t(11;14) en gairebé el 100% dels casos.

2.3. La major part de LCM presenten cariotips complexes.

2.4. Les alteracions secundaries afecten un nombre molt elevat de

cromosomes, entre els quals destaca la pérdua de 6/6g, no confirmat en la
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nostra serie. Per una millor definicié d’aquestes alteracions és necessari un
estudi molt més ampli en nombre de casos.

2.5. L’afectacié de 17pl13 també es detecta associada a una rapida evolucio de
la malaltia i supervivencia escurcada.

2.6. La +3/+3q, aixi com la del(7)(g32) han estat detectades en el LCM.

3. LEZM

3.1. El LEZM és una patologia que es caracteritza per no tenir un marcador
citogenétic exclusiu.

3.2. Les dues alteracions citogenetiques més associades a aquesta entitat sén
els guanys de 3/3q i les pérdues de 7q, tot i no ser exclusives.

3.3. La trisomia 3 és caracteristica dels limfomes marginals extraesplénics
(LZMN i LMALT), en els quals es troba en una proporciéo més elevada que en el
LEZM. Sembla que els LEZM presenten aquesta alteraci6 en més baixa
frequencia.

3.4. Les pérdues de 7q, en concret de 7931-q32, s’han detectat en diversos
tipus de neoplasies de cellules B madures amb caracteristiques
limfoplasmocitoides. Sembla que la proporcié de pérdues de 7931-q32 és més
alta en el LEZM que en d’altres tipus de SLPC-B.

3.5. Es frequient trobar translocacions que afectin la regié 14932, on es localitza
el gen de la cadena pesada de les Ig, pero en cap cas es detecta la t(11;14).
3.6. En cap cas no es detecta la trisomia 12, caracteristica de la LLCa.

3.7. Es necessari estudiar un nombre més elevat de casos per a definir
correctament les alteracions citogenétigues caracteristiques d’aquesta
patologia.

- Les dades citogenétiques que s’obtenen d’aplicar la citogenética convencional
conjuntament amb les diverses técniques d'HIS permeten una millor

classificacio de les entitats estudiades.

La LBPP és una entitat que encara no se sap si €s una neoplasia de
progressié lenta, o un fenomen reactiu. S’ha inclos en I'estudi amb la intencio
de fer esment de la seva existéncia i de la possibilitat de ser confosa amb

alguna de les altres entitats.
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