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Introduccion

La leucemia linfocitica créonica (LLC) es una enfermedad con un curso clinico
extremadamente variable. Por este motivo, con el objetivo de predecir qué pacientes van a
progresar en poco tiempo, en las tdltimas décadas se han identificado varios factores
prondsticos de gran relevancia. Entre ellos, el estado mutacional de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas (IGHV) y las anomalias citogenéticas detectadas por hibridacion in situ
fluorescente (FISH) se han consolidado como dos de los mas potentes. Ademés, en algunos
casos indican la necesidad de un abordaje terapéutico diferente. En relacioén con el estado
mutacional /IGHV, el patron no mutado se observa en aproximadamente la mitad de los
pacientes con LLC y normalmente se caracteriza por presentar una enfermedad agresiva, al
contrario que el patrén mutado. La FISH es capaz de detectar alteraciones genéticas clonales
en aproximadamente el 80% de los sujetos con LLC. Estas alteraciones son, por orden de
frecuencia: delecién de 13q (13q-), delecién de 11q (11g-), trisomia 12 (+12) y delecién de
17p (17p-), las cuales, junto a la ausencia de anormalidades citogenéticas, definen cinco
grupos con pronoéstico distinto. Ademas, el porcentaje de pérdidas en los casos de 11g-, 13g-
y 17p- también tiene valor pronéstico, de tal modo que los enfermos con un porcentaje

elevado de células con delecion son los que presentan una evolucién peor.

Objetivos, material, métodos y resultados

El objetivo de esta Tesis Doctoral es analizar el impacto prondstico de aspectos
concretos y novedosos acerca del estado mutacional /IGHV y de la FISH en pacientes con
LLC. Se presentan a continuacién los resimenes de las publicaciones que han dado lugar a

esta Tesis.

Articulo 1. Mutation Status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients

from Northwest and Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia

En el primer trabajo se investigd el estado mutacional y las familias y segmentos
génicos de VH utilizados en 224 individuos con LLC procedentes de la region central y
noroeste de Espafia. El perfil mutado se detecté en el 55,8% de casos. Estos enfermos
presentaron mejor supervivencia global (SG), y tiempo hasta primer tratamiento (TPT) que
los de perfil no mutado, y presentaron méas frecuentemente 13g- y ausencia de CD38. En los

no mutados la expresion de CD38 y las alteraciones citogenéticas en 11q-, +12, 17p- fueron
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mas comunes. La familia mas usada fue VH3 seguida de VH1 y VH4, y los segmentos VH3-
30, VH1-69 y VH3-23, los mas prevalentes. VH1-69 se asoci6 con un perfil no mutado, una
alta probabilidad de recibir tratamiento y peor SG. Los enfermos con VH3-11 también
presentaron supervivencia peor, ademas de anomalias citogenéticas de riesgo alto. En los
pacientes con VHS5-51 se observo una tendencia a SG corta y a presentar perfil no mutado.
VH3-21 se detectd en un porcentaje bajo de enfermos, se asocié con el perfil mutado y una

tendencia a un TPT inferior.

Articulo 2. A High Proportion of Cells Carrying Trisomy 12 is Associated with a Worse

Outcome in Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia

En este segundo estudio se seleccionaron los casos con +12 de la base de datos del
Grupo Cooperativo Espaiiol de Citogenética Hematol6gica (GCECGH) y Grupo Espafiol de
Leucemia Linfocitica Crénica (GELLC). Se investig6 cudl era el mejor porcentaje de células
con trisomia capaz de discriminar a los pacientes con +12 en subgrupos prondsticos, y se
evidencid el 60% como el mas adecuado. El 38,8% de los casos presentd la trisomia en
> 60% de las células. Estos pacientes tuvieron TPT y SG peor que los casos con +12 en
< 60%. Ademas, en el anélisis multivariado el TPT mantuvo la significacion estadistica. Las
otras variables con efecto en el TPT fueron: tener sintomas B, los estadios clinicos avanzados
segtin la clasificacion de Binet, la existencia de adenopatias, esplenomegalia, linfocitosis,
las pérdidas en 11q, y el aumento de la f2-microglobulina (B2M) y de la LDH séricas. Las
variables asociadas con una SG peor en el analisis multivariado fueron: el estadio clinico

avanzado, las alteraciones en 11q y los niveles altos de B2M.

Articulo 3. Characterizing Patients with Multiple Chromosomal Aberrations Detected

by FISH in Chronic Lymphocytic Leukemia

En el tercer articulo se seleccionaron los 323 pacientes con alteraciones multiples (AM)
por FISH de la base de datos del GCEGCH y GELLC. La frecuencia de AM fue de 15,4%,
y en la mayoria de los casos (63%), las AM estaban presentes desde el diagndstico. La
distribucién de las combinaciones fue heterogénea, de tal modo que la asociaciéon mas
frecuente fue 13q- con 11q- (32,4%), seguida de 13qg- con 17p- (25,9%), 13g- con +12
(15,9%), FISH-complejo (9,6%), +12 con 17p- (8,3%), +12 con 11g- (4,1%), y 11g- con
17p- (3,8%). En los pacientes con combinaciones que incluian 17p-, esta delecion aparecia

como un clon minoritario lo que sugeria que pudiera tratarse de un evento genético tardio, a



diferencia de 13q- o +12. El analisis de supervivencia se realizo en los casos con AM desde
el diagnostico. La mediana de TPT en los pacientes con AM fue 27 meses y la SG 76 meses.
Dentro de los casos con AM, el TPT mas prolongado se observo en la combinacién +12 y
13g-. La SG en los enfermos con AM que contenian 17p- fue menor que la de los que no
presentaron alteraciones en 17p-. Los pacientes con FISH-complejo fueron los de SG peor
seguidos de los pacientes con 17p- y otra alteracién y los pacientes con dos alteraciones sin

17p-.

Articulo 4. Hyperdiploidy as a Rare Event that Accompanies Poor Prognosis Markers

in CLL

En el dltimo trabajo se analiz6 la frecuencia e implicaciones prondsticas de la
hiperdiploidia en la LLC. Para ello, se utiliz6 la base de datos del Hospital Universitario de
Salamanca. Se identificaron 8 casos con hiperdiploidia (0,59%), y la mayoria la presentaron
desde el diagnostico. El estado mutacional /IGHV, disponible en el 57% de los casos, fue en
todos ellos no mutado. Se detectaron alteraciones cromosémicas adicionales en 57% de los
pacientes, que incluyeron: 17p- (2 casos), 11qg- y alteraciéon IGH (1 caso) y 13q- e IGH (1
caso). En un paciente se observ6 una mutacién 7P53 con una carga mutacional del 95%, sin
17p-. Se requiri6 tratamiento en 86% de los pacientes, con una mediana de TPT de 1,4 meses.
La mediana de SG desde el momento del diagnéstico fue de 66 meses, y desde el momento
de la adquisicion de la hiperdiploidia de 20 meses. Tanto el TPT como la SG fueron

significativamente inferiores a las de los pacientes sin hiperdiploidia.

Conclusiones

Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral aportan aspectos novedosos acerca
del estado mutacional /IGHV y la FISH. Respecto al estado mutacional IGHV, se confirmé
que los pacientes con perfil mutado tienen mejor prondstico que los no mutados, y se observo
que los segmentos VH3-11 y VHS5-51 se asocian con mal pronoéstico. En relacion a la FISH,
este trabajo pone en evidencia tres factores que aportan un prondstico malo a los pacientes
con LLC: (a) presentar un porcentaje > a 60% de células con +12; (b) las alteraciones
multiples por FISH cuando se manifiestan desde el momento del diagnodstico; y (c) la

hiperdiploidia, pese a que es un hallazgo muy inusual.
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SUMMARY






Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a neoplasm with an extremely variable clinical
course. For this reason, in the last decades, different prognostic factors have been
investigated in order to predict which patients are going to progress in a short period of time.
Among them, mutational status of the immunoglobulin heavy chain variable region (IGHV),
and cytogenetic abnormalities detected by FISH have been consolidated as two of the most
powerful factors. In addition, in some situations they indicate a different therapeutic
approach. Mutations occur in approximately half of the cases, and usually present with non-
progressive disease, in contrast to patients with a non-mutated pattern. FISH studies are able
to detect clonal genomic aberrations in the majority (>80%) of CLL patients. The most
common recurrent chromosomal abnormalities include: 13q deletion (13g-); 11q deletion
(11g-); trisomy 12 (+12); and 17p deletion (17p-), defining five prognostic categories with
different survival times. Besides, the percentage of cells with the deletion in the cases of

11g-, 13g- and 17p- also adds prognostic value.

Aim, material, methods and results
The aim of this Thesis is to analyze the prognostic impact of particular and novel aspects
about the mutational status IGHV and FISH in patients with CLL. The abstracts of the papers

that compose this Thesis are shown next.

Paper 1. Mutation Status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients from

Northwest and Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia

In the first study, the mutational status and /IGHV gene family usage was analyzed in
224 CLL patients from central and northwest region of Spain. The mutated pattern was
detected in 55.8% of the cases and they had a better overall survival (OS) and time to first
treatment (TTFT) than the non-mutated ones. An association with 13g-, and absence of
CD38 was observed in patients with mutations; while non-mutated harbored more often
11g-, +12, 17p- and CD38. The most frequently used IGHV family was VH3 followed by
VHI and VH4. The regions VH3-30, VH1-69 and VH3-23 were the most commonly used.
VH1-69 was expressed at a higher frequency in non-mutated patients, and these patients had
a high probability to be treated and poor OS. VH3-11 was also associated with worse OS,
and high-risk cytogenetic abnormalities. In the cases with VH5-51 a tendency to a worse OS

and non-mutated pattern was observed. VH3-21 was detected in a low percentage of cases,
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but most of them belonged to the group of mutated CLL, and among them, a tendency to a

worse TTFT was observed.

Paper 2. A High Proportion of Cells Carrying Trisomy 12 is Associated with a Worse

Outcome in Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia.

In this paper the cases with +12 were selected from the GCECGH (Grupo Cooperativo
Espariol de Citogenética Hematologica) and GELLC (Grupo Espaiiol de Leucemia
Linfocitica Cronica) databases. The best cutoff value that divided patients with +12 into
prognostic subgroups, was 60% of cells with the trisomy. A total of 115 patients (39.8%)
harbored trisomy 12 in > 60% of the cells. These patients had worse TTFT and OS than cases
with +12 in <60%. In addition, in the multivariate analysis the TTFT maintained the
statistical significance. The other variables with effect on TTFT were: B symptoms, clinical
stage, lymphadenopathy, splenomegaly, lymphocytosis, 11g-, B2-microglobulin (B2M), and
LDH. The variables that demonstrated statistical significance in OS in the multivariate

analysis were the clinical stage, B2M and 11q-.

Paper 3. Characterizing Patients with Multiple Chromosomal Aberrations Detected by
FISH in Chronic Lymphocytic Leukemia.

In this work, a total of 323 patients with multiple abnormalities (MA) detected by FISH
were selected from the database of the GCEGCH and GELLC. The frequency of MA was
15.4%, and in most of the cases (63%) they were observed since diagnosis. The distribution
of the combinations was heterogeneous, with the most frequent association being 13q- with
11g- (32.4%), followed by 13q- with 17p- (25.9%), 13q- with +12 (15.9% ), complex-FISH
(9.6%), +12 with 17p (8.3%), +12 with 11q- (4.1%), and 11q- with 17p- (3.8%). In patients
with combinations involving 17p-, this deletion appeared as the minor clone suggesting it as
a late genetic event, contrary to 13q- or +12. Survival analysis was restricted to cases with
MA since the moment of diagnosis. Median TTFT in patients with MA was 27 months, and
median OS was 76 months. Among cases with MA, the best TTFT was observed in the
combination +12 and 13g-. MA containing 17p- showed a worse OS than MA without 17p-.
Patients with complex-FISH were the ones with worse OS followed by patients with 17p-

and another abnormality and patients with two alterations without 17p-.
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Paper 4. Hyperdiploidy as a Rare Event that Accompanies Poor Prognosis Markers in
CLL

In the last paper, the frequency and predictive impact of hyperdiploidy in CLL was
determined. For this purpose, the database of the Salamanca University Hospital was
scanned. Eight cases with hyperdiploidy (0.59%) were identified, and most of them
presented it since diagnosis. The mutational status, available in 57% of cases, was in all of
them non-mutated. Additional chromosomal abnormalities were detected in 57% of the
patients, including: 17p- (2 cases), 11q- and IGH alteration (1 case) and deletion of 13g- and
IGH (1 case). Only one patient showed a TP53 mutation with a mutational burden of 95%,
and without 17p-. Most of the patients (86%) required treatment with a median TTFT of 1.4
months. The median OS from the moment of diagnosis was 66 months, and from the time
of acquisition of hyperdiploidy 20 months. TTFT and OS were significantly shorter
compared to the group of patients without hyperdiploidy.

Conclusions

The results presented in this Thesis point out novel aspects about the mutational status
of IGHV and FISH studies. Regarding the mutational status, patients with mutated pattern
have better prognosis than the non-mutated ones, and VH1-69, VH3-11 and VHS5-51
segments were associated with poor prognosis. In relation to FISH, our work reveals three
factors that contribute to poor prognosis in CLL: i) to have a percentage of cells with +12 >
60%; ii) Multiple FISH abnormalities, carried since the time of diagnosis: iii) Hyperdiploidy,

although it is a very unusual finding.
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1.1. Caracteristicas generales de la leucemia linfocitica crénica

1.1 Caracteristicas generales de la leucemia linfocitica cronica

1.1.1 Definicién y diagnéstico

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es una neoplasia de célula B madura que se
caracteriza por la proliferaciéon y acumulacion de linfocitos B en sangre periférica, médula
Osea, bazo y ganglios linfaticos. Para establecer su diagnostico se requiere la presencia de al
menos 5x10%/L linfocitos monoclonales con fenotipo de LLC en sangre periférica. En los
casos en los que no existe linfocitosis, pero si afectacion extramedular por células de LLC,

se prefiere el término de linfoma linfocitico de célula pequeia (1,2).

La LLC es el tipo de leucemia mas frecuente en los paises occidentales, con una
incidencia aproximada en Europa de 5 casos por 100.000 habitantes/afio (3). Afecta
principalmente a personas de edad avanzada, con una mediana de edad al diagndstico entre
67 y 72 aios, aunque en los ultimos afos se tiende a diagnosticar en edades mas tempranas
debido al nimero creciente de analiticas rutinarias que se realizan a la poblacion general. Es

mas prevalente en varones que en mujeres con una proporcion 2:1 (4,5).

La linfocitosis B monoclonal (LBM) se define como la expansion de linfocitos B
clonales con inmunofenotipo de LLC en sujetos sanos, sin otros datos de linfoma. Si se
utilizan técnicas de citometria de flujo de alta sensibilidad, se puede detectar hasta en el 12%
de individuos mayores de 40 afios (6). Es un acontecimiento que precede al desarrollo de la
LLC en todos los casos, si bien no todos los casos de LBM evolucionan a LLC. De hecho,
una de las novedades de la reciente actualizacion de la clasificaciéon de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) es la existencia de dos tipos de LBM: (a) nimero bajo de
linfocitos, definido por la presencia de < 0,5x 10°/L linfocitos B clonales; y (b) recuento alto,
en el que se observan > 0,5x10%/L. Esta puntualizacién es importante, ya que la LBM de
“ndmero bajo de linfocitos” no necesita seguimiento médico rutinario, porque raramente
evoluciona a LLC, a diferencia de la LBM de “alto recuento” en la que se deben hacer

revisiones como si se tratase de una LLC en estadio inicial (7).

1.1.1.1 Citologia

En sangre periférica se observa tipicamente un infiltrado linfocitario monomorfo de
linfocitos maduros con cromatina condensada en acimulos y un citoplasma escaso,
discretamente basoéfilo sin granulacion (Figura 1) (5). Las sombras de Gumprecht, o

sombras nucleares, acompanan a los linfocitos, y se ha especulado que cuando son > 30%
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Figura 1. Frotis de sangre periférica de un paciente con LLC (imagen extraida del Atlas

del Grupo Espaiiol de Citologia Hematologica).

condicionan un prondstico mejor (8). No es infrecuente observar algunos prolinfocitos
acompafiando a las células de LLC, que deben suponer < 10%; o células con el nicleo

hendido, también en baja proporcion.

La médula 6sea se caracteriza por ser hipercelular a expensas de una infiltracion
linfocitaria de al menos un 30%. En la biopsia existen varios patrones de infiltracion:
nodular, difuso e intersticial. El aspirado/biopsia de médula 6sea no es una prueba
indispensable para el diagndstico de esta enfermedad. Debe realizarse en casos
excepcionales como, por ejemplo, para diagnosticar el origen de las citopenias o detectar la

enfermedad minima residual (EMR) tras finalizar un tratamiento (9).

1.1.1.2 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica crucial para establecer el diagndstico de LL.C, pues
confirma la naturaleza clonal de los linfocitos, e identifica un patrén de marcadores tipicos
de la enfermedad. La LLC se caracteriza por expresar los marcadores de célula B: CD19,
CD20 y CD22. CD20 y CD22 se expresan de forma débil y CD79b suele ser negativo o
expresarse muy débilmente. FMC7 es negativo. Ademas, se observa una restriccion de las
cadenas de superficie de inmunoglobulinas lambda o kappa, que se expresan también
débilmente. El marcador de célula T CDS5 es caracteristico, y CD200 suele expresarse de
forma fuerte y puede ayudar a establecer el diagnéstico diferencial con otros sindromes

linfoproliferativos B con expresion hemoperiférica.

Si bien existe un sistema de clasificacidon, ampliamente utilizado en la practica clinica
para establecer el diagndstico de LLC (Tabla 1), existen algunos casos atipicos con

variaciones en la expresion de algunos marcadores previamente descritos (10-12).
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Tabla 1. Sistema de clasificacion para el diagnostico de LLC (11).

Puntos
Marcador 1 0
CD5 Positivo Negativo
CD23 Positivo Negativo
FMC7 Negativo Positivo
Cadenas ligeras de Ig Débil Moderado/Fuerte
CD22/CD7% Débil/Negativo Moderado/Fuerte

4-5 puntos= diagndstico de LLC-; 3 puntos= diagnostico poco probable de LLC-; < 3 puntos=no LLC

1.1.2 Etiologia

La causa inicial que origina la LLC es desconocida, a diferencia de otros tumores (13).
Sin embargo, parece existir una predisposicion familiar a desarrollar la enfermedad.
Mediante citometria de flujo se puede detectar una LBM hasta en un 17% de los familiares
de pacientes con LLC (14). Ademas, en los casos familiares se observa con relativa
frecuencia el fendmeno de anticipacidon genética (15). Actualmente se estan utilizando
técnicas de secuenciacidon masiva para el estudio de las causas genéticas que predisponen a
padecer la enfermedad en los casos familiares. Como posibles agentes causales, se han

encontrado algunos polimorfismos, o la desregulacion de los telomeros (16,17).

En cuanto a la patogenia de la enfermedad, la teoria mas aceptada es que la célula que
origina la LLC se vuelve clonal tras la interaccion de su receptor de célula B (BCR) con un

“autoantigeno”, que promueve su expansion posterior (18).

1.1.3 Manifestaciones clinicas y complicaciones

1.1.3.1 Sintomas y signos

La LLC se caracteriza por presentar un curso clinico altamente heterogéneo. En muchos
de los casos su diagndstico es un hallazgo en pacientes asintomaticos que se someten a una
analitica rutinaria. Otros casos se diagnostican tras padecer sintomas derivados de la
enfermedad. En primer lugar, la acumulacién de linfocitos puede originar citopenias, y a
consecuencia de ello el paciente puede presentar sindrome anémico, clinica hemorragica o
infecciones. Unicamente el 5-10% de los pacientes consultan por presentar los tipicos

sintomas “B” asociados a linfoma que se detallan a continuacion:

e Pérdida no intencionada > 10% del peso corporal en los tltimos 6 meses.

e Fiebre de origen no infeccioso durante al menos 2 semanas.
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e Sudoracién nocturna profusa.

Las adenopatias son el hallazgo que se encuentra mas habitualmente en la exploracion
fisica. Los lugares mas frecuentemente afectos son las regiones cervical, supraclavicular y
axilar. La esplenomegalia ocurre en alrededor del 25% de los casos y suele ser no dolorosa,
mientras que la hepatomegalia solo ocurre en torno al 15% (19,20). La infiltracion
extraganglionar de 6rganos y tejidos por células de LLC es mas rara, aunque posible. La piel
es el lugar extraganglionar méas frecuentemente afecto, aunque tnicamente se produce en

<5% de los casos.

1.1.3.2 Complicaciones

Durante la evolucién de la enfermedad no es infrecuente observar diversas
complicaciones no solo debidas a la LLC, sino también a consecuencia de los tratamientos

que se administran.

1.1.3.2.1 Infecciosas

Las infecciones son la principal causa de muerte en los pacientes con LLC y son
responsables de aproximadamente el 50% de las mismas. Se deben no solo a una alteracién
cuantitativa del sistema inmune (neutropenia, hipogammaglobulinemia), sino a una
alteracion cualitativa del mismo, principalmente a la disfunciéon de los linfocitos T
acompanantes (21,22). Ademas, los tratamientos especificos para la LLC contribuyen al
deterioro del sistema inmune. Con el fin de prevenir las infecciones, se pueden utilizar las

siguientes estrategias:

e Vacunacidn contra la gripe y el neumococo.

e Administracion de inmunoglobulinas inespecificas en pacientes con
infecciones recurrentes y niveles de inmunoglobulina G <500 mg/dL (23,24).

e Uso de factor estimulante de colonias granulopoyéticas en las fases de
neutropenia (25).

e Profilaxis antibidticas especificas segtin el tratamiento utilizado.

1.1.3.2.2 Autoinmunes

La anemia hemolitica autoinmune (AHAI), caracterizada por presentar una prueba de
la antiglobulina (test de Coombs) directa positiva y datos analiticos de hemdlisis, puede
ocurrir hasta en el 5-10% de los pacientes con LLC (26). Se ha relacionado ademas con el

uso de andlogos de las purinas, y es mas frecuente en estadios avanzados de la enfermedad.



1.1. Caracteristicas generales de la leucemia linfocitica crénica

La aplasia pura de cé€lulas rojas es una complicacién infrecuente que se caracteriza por
la ausencia de progenitores eritroides en la médula 6sea. Se debe sospechar en anemias con
recuento de reticulocitos bajo y su diagnodstico se confirma con un aspirado de médula 6sea

(AMO) y biopsia.

La trombocitopenia inmune primaria (PTI) sintomatica se observa en aproximadamente
el 3% de los pacientes con LLC. Suele cursar como un episodio de trombocitopenia aguda

y, si se asocia con AHAI se denomina sindrome de Evans (27).

En general estas complicaciones se tratan con inmunosupresores como los corticoides,
anticuerpos monoclonales anti-CD20 o, en situaciones de respuesta subdptima, mediante el

tratamiento especifico de la LLC subyacente (28).

1.1.3.2.3 Transformacion

El sindrome de Richter, o transformaciéon de la LLC, consiste en la aparicién de un
linfoma de alto grado en un paciente con LLC. Esta complicacién ocurre entre un 2-9% de
los casos de LLC y es mas frecuente en pacientes que presentan alteraciones en los genes
TP53, NOTCH-1 o MYC (29). En el 95% de los casos consiste en una evolucion a linfoma
B difuso de célula grande (LBDCG), y en el 5% restante a un linfoma de Hodgkin.
Recientemente se ha documentado que existen dos tipos diferentes de sindromes de

Richter (30):

e C(Clonalmente relacionado (90%): Prondstico infausto, con una mediana de
supervivencia de unos 3 meses.
¢ Clonalmente independiente (10%): Pronéstico similar al de un LBDCG de

novo.

El otro tipo de transformacion que puede surgir de la LLC, mucho més infrecuente, es
a una leucemia prolinfocitica B, caracterizada por la apariciéon de >55% de prolinfocitos en
sangre periférica. En estos casos, el cuadro clinico suele cursar con leucocitosis llamativa
(>100x10°/L), esplenomegalia y menor carga adenopitica, y es mis comiin en los pacientes

que han recibido tratamientos previos con fludarabina.

1.1.3.2.4 Segundas neoplasias
Existe una probabilidad aumentada de desarrollar un tumor sé6lido en los pacientes con
LLC respecto a la poblacidon general. Se desconoce si esto es debido al efecto de los

tratamientos utilizados o a la desregulacion del sistema inmune propia de la enfermedad
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Tabla 2. Diagnéstico diferencial mediante marcadores inmunofenotipicos de la LLC y otras

neoplasias B cronicas con expresion periférica (adaptado de Matutes et al. (11,32)).

Marcador inmunofe notipico

Neoplasia linfoide B Cadenas .\, D23 FMC7 CD22 CD79» CD200 Otros
ligeras

LLC Débil  ++  ++ -/+ Débi/neg Débilneg  ++
LLC atipica Débil  ++  ++ -/+ Débi/neg Débilneg  ++
Leucemia prolinfocitica-B Fuerte  -/+ - ++ + ++  Débilneg
Tricoleucemia Fuerte - - ++ ++ + +/- CDllc y CDI103
Linfoma folicular Fuerte -+  -/+ ++ ++ ++ - CD10 +/-
Linfoma de células del manto Fuerte  ++ - ++ ++ ++ Débilneg  CD20 fuerte
Linfoma de la zona marginal Fuerte -+  -/+ ++ ++ ++ - CD20 fuerte
Macroglobulinemia de Waldenstrom Fuerte - - + + + - CD20 fuerte

neg=negativo; LLC= leucemia linfocitica crénica

(31). También se ha observado incremento de los casos de leucemia aguda y sindrome

mielodisplasico.

1.1.4 Diagnéstico diferencial

Fundamentalmente, la linfocitosis es el hallazgo ante el que se debe plantear el
diagnéstico diferencial de la LLC. Esta puede ser reactiva o clonal. Las causas reactivas de
linfocitosis pueden ser originadas por linfocitos B (esplenectomia, tabaquismo,
esplenomegalia en paludismo), o por linfocitos T (bacterianas, virales, enfermedad del suero,
enfermedad de Addison, tirotoxicosis, esplenectomia). Las causas neoplédsicas también
pueden ser originadas por linfocitos B o T. El mayor dilema se plantea con los sindromes
linfoproliferativos B de bajo grado. En la Tabla 2 se describen las principales caracteristicas

inmunofenotipicas que permiten realizar el diagndstico diferencial en estos casos.

1.1.5 Factores prondésticos

Los pacientes con LLC presentan un prondstico extremadamente variable. Hay
enfermos que necesitan recibir tratamiento desde el momento del diagndstico, mientras otros
permanecen asintomaticos o nunca seran tratados en el curso de su evolucion. Por tanto, los
marcadores prondsticos son importantes para predecir el curso clinico, ademéas de aportar un
mejor conocimiento de la biologia de la enfermedad. En los tltimos 20 afios se ha producido
una revolucion en este campo, con la aparicién y consolidacion de multitud de factores
pronosticos clinicos, analiticos, bioldgicos, genéticos y moleculares. En este apartado se
describen brevemente los factores prondsticos més relevantes. El estado mutacional de la

region variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGHV), y las alteraciones
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citogenéticas detectadas por FISH se expondran en un apartado especifico, debido a su

relevancia en esta Tesis.

1.1.5.1 Marcadores analiticos

Los marcadores séricos lactato deshidrogenasa (LDH) y, p2-microglobulina (B2M)
indican alta carga tumoral cuando se encuentran elevados. No son especificos de la LLC ya
que se elevan también en otras neoplasias, linfomas u otras situaciones clinicas como la
insuficiencia renal en el caso de la B2M, pero son sencillos de determinar en la practica

clinica habitual (33).

La duplicacidn linfocitaria en 6 meses o el aumento de la cifra de linfocitos superior al
50% respecto al control previo en 2 meses constituyen factores prondsticos facilmente

aplicables (34) que, ademés, forman parte de los criterios para iniciar tratamiento (35).

1.1.5.2 Expresion de proteinas
El nivel de expresion de las proteinas CD38, ZAP-70 (proteina asociada a la cadena
zeta) y CD49d, detectadas mediante citometria de flujo, influyen en el prondstico de los

pacientes con LLC.

La expresion elevada de CD38 confiere un curso clinico agresivo. Sin embargo, es un
marcador con algunas limitaciones, pues su expresidn varia durante la evolucién de la
enfermedad, y no esta claro el punto de corte de positividad que se debe considerar, ya que

segun los distintos estudios publicados, éste fluctia entre el 7 y el 30% (36-38).

En cuanto a CD49d, su expresion superior al 30% se asocia con prondstico clinico malo.
Ademais, recientemente, se ha demostrado que es el factor prondstico citométrico con mayor

impacto clinico (39,40).

Por dltimo, la expresion de ZAP-70, con punto de corte igual o superior al 20%, se ha
asociado con mal pronéstico, ademas de ser un marcador auxiliar de la existencia de un

patrén no mutado del gen IGHV (41,42).

1.1.5.3 Marcadores moleculares

Las técnicas de secuenciacion masiva han ayudado a identificar nuevos marcadores
pronoésticos (43—46) entre los que destacan los genes: supresor de tumores p53 (TP53), ataxia
teleangiectasia mutada (ATM), proteina homologa neurogénica 1 (NOTCH-1), factor de
splicing 3B subunidad 1 (SF3B1), proteina 3 baculoviral IAP (BIRC3) y respuesta primaria
de diferenciaciéon mieloide 88 (MYDS88). En la Tabla 3 se resumen las principales

caracteristicas que confieren estas mutaciones.
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Tabla 3. Mutaciones genéticas recurrentes mds frecuentemente observadas en los pacientes

con LLC en el momento del diagnostico.

Mutacion Cromosoma Asociacion Funcién biolégica Pronéstico Frecuencia
NOTCHI 9 trisomia 12 sefalizacion de NOTCH1 malo 10-15%
SF3BI 2 delecion 11q  splicing del ARN mensajero malo 5-10%
BIRC3 11 delecion 11q seflalizaciéon NF-«B malo 4%
MYDS8 3 delecioén 13q sefializacion NF-kB bueno 3%
ATM 11 delecion 11q maquinaria de reparacion ADN malo 12%
TP53 17 delecién 17p magquinaria de reparacion ADN  muy malo 5-10%

LLC= leucemia linfocitica crénica

Las mutaciones de TP53 se detectan en el 5-10% de las LLC en el momento del
diagndstico, aunque su incidencia aumenta en pacientes refractarios o con sindrome de
Richter hasta el 40-50%. Su presencia es de importancia critica, pues separa un subgrupo de
pacientes con muy mal prondstico, quimio-refractarios y que necesitan un abordaje

terapéutico diferente (47-50).

En la misma linea, las mutaciones en ATM, se asocian con un prondstico y

supervivencia malos y un patrén /IGHV no mutado (51,52).

Los pacientes que presentan mutaciones en NOTCH-1 también presentan prondstico
adverso. Se han detectado hasta en el 30% de los enfermos que evolucionan a sindrome de
Richter. Ademads, en pacientes con trisomia 12 (+12) diferencian casos con mal

pronostico (53,54).

Otro marcador molecular que confiere mal prondstico es SF3BI, que suele ir

acompanado de delecién 11q (11g-) o mutaciones en ATM (55).

Las mutaciones de BIRC3 son las menos frecuentes y se han asociado con resistencia a
la fludarabina en los casos en los que no se detectan alteraciones de TP53 (56). En cambio,
las mutaciones de MYDS88 se han asociado con buen prondstico en los pacientes con

LLC (57).

Por otra parte, las técnicas de secuenciacién masiva han ayudado a conocer mejor la
complejidad genética de la LLC. Ademas de la heterogeneidad gendémica que ocurre entre
pacientes con LLC, dentro de un mismo paciente existe también heterogeneidad
intratumoral. Se sabe que la evolucidn del cancer puede darse por la seleccion de subclones
(alteraciones que existen en un pequefio porcentaje de las células tumorales). Estos subclones
pueden adquirir una ventaja proliferativa tras ser seleccionados por un tratamiento o

mediante el microambiente celular (58), y convertirse en mutaciones clonales (presentes en

10
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Tabla 4. Escala pronostica de Rai (19).

Caracteristicas
Estadi Ri SPV (aii
stadio Territorios adenopaticos Hb Plaquetas 1esgo (afios)
A Adenopatias < 2 territorios > 10 g /dL > 100 x 1071 Bajo 12

B > 3 4reas linfaticas afectas > 10 g/dL > 100 x 10’/L. Intermedio 7
C <10g/dL <100x 10/L  Alwo 24

SPV=supervivencia

Tabla 5. Escala pronostica de Binet (20).

Estadio Caracteristicas Riesgo SPYV (afios)
0 Linfocitosis en sangre periférica y médula 6sea Bajo 10
1 Linfocitosis + adenopatias Intermedio 7
2 Linfocitosis +/- hepatomegalia o esplenomegalia  Intermedio 7
3 Linfocitosis + anemia (Hb < 11g/dL) Alto 1,5-4
4 Linfocitosis + trombopenia (plaquetas < 100X109/L) Alto 1,5-4

SPV=supervivencia

todas las células tumorales). Ademas, el clon dominante puede cambiar a lo largo de la
evolucion de la enfermedad y contribuir a distintos tipos de recaida (59). Casi todas las
mutaciones y alteraciones cromosoémicas en la LLC pueden ser clonales o subclonales en

funcién del caso.

1.1.5.4 Otros marcadores prondsticos

Existen muchos mas factores que se han asociado con el prondstico de los pacientes con
LLC publicados en la literatura. A continuacion se enumeran los mas relevantes junto con
los descritos previamente: edad, sexo, patrén de infiltracién medular, porcentaje de sombras
de Gumprecht, porcentaje de prolinfocitos, la expresion de algunos microRNAs (60,61),
niveles elevados de lipoproteinlipasa y mas recientemente, la enfermedad minima residual

negativa tras administrar un tratamiento (60-63).

1.1.6 Escalas prondsticas

1.1.6.1 Sistemas clasicos de Rai y Binet

Los sistemas de clasificacion de Rai y Binet (19,20) se publicaron hace méas de 40 y 35
aflos, respectivamente, y siguen vigentes en la actualidad en la préctica clinica habitual, pues
discriminan bien grupos prondsticos, son ficilmente aplicables y no implican ningin coste
adicional (véase Tabla 4 y Tabla 5). Su principal desventaja es la incapacidad para

discriminar pacientes de alto riesgo dentro de los estadios iniciales.

11



1. Introduccion

1.1.6.2 Otras escalas pronosticas emergentes
En los dltimos anos se han publicado diferentes escalas prondsticas que han demostrado
ser capaces de predecir el curso clinico de los pacientes con la agrupacion de los factores

descritos previamente (64—68). Estas quedan resumidas en la Tabla 6.

Sin embargo, ninguna habia terminado de consolidarse como definitiva por diferentes
motivos. El indice pronodstico ideal, debe ser clinicamente relevante, facilmente aplicable,
orientado a tomar decisiones terapéuticas, y factible en la prictica clinica habitual. La
reciente publicacion del indice Chronic Lymphocytic Leukemia- International Prognostic
Index (CLL-IPI) que combina los estadios de Rai/Binet con el estado mutacional, la edad,
los niveles de B2M y las alteraciones de TP53, cumple casi todos los requisitos mencionados
anteriormente y es capaz de dividir pacientes en 4 grupos prondsticos en funcién de su
supervivencia global (SG), como se puede observar en la Figura 2 (69). Ademas, algunas
evidencias recientes sugieren que también es véalida al aplicarla de forma simplificada, al
tener Unicamente en cuenta las alteraciones citogenéticas de mal pronéstico, determinadas

por FISH y el estado mutacional (70).

Una de las limitaciones de todas estas escalas es que se han validado con pacientes
tratados en la era de la quimioterapia o, como mucho, de la inmunoquimioterapia, por lo que
no pueden generalizarse a los enfermos que reciben tratamientos nuevos, como los

inhibidores del receptor del linfocito B.

1.1.7 Tratamiento

El arsenal terapéutico para la LLC estd sufriendo una auténtica revolucién en el
momento actual a consecuencia de la incorporacién de nuevos tratamientos que han
proporcionado resultados clinicos excelentes. De hecho, es un tema en constante debate y

evolucion.

1.1.7.1 Criterios para iniciar tratamiento

Pese a los grandes avances terapéuticos, la LLC sigue siendo una enfermedad incurable,
con la excepcion del trasplante alogénico. Este procedimiento debe reservarse para casos
muy seleccionados debido a la alta mortalidad que produce. Ademéas, muchos pacientes sin
tratamiento presentan tasas de supervivencia similares a la poblacién normal y, hasta la
fecha, no se ha encontrado beneficio al tratar la enfermedad en fases tempranas. Incluso se
han descrito remisiones espontaneas en casos aislados (71). Por tanto, se debe utilizar la
actitud de “vigilar y ver” (watch and wait) hasta la aparicién de sintomas provocados por la

enfermedad. Los criterios actuales para iniciar tratamiento quedan recogidos en la Tabla 7.

12
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Tabla 6. Escalas prondsticas mds relevantes en la LLC.

Escala pronéstica Factores pronésticos incluidos
Haferlach et al., 2010 Edad

Recuento leucocitario

Estado mutacional IGHV

Translocaciones IgH

FISH

Mutaciones en TP53 y ATM
Wierda et al., 2011 LDH

Numero de areas linfaticas afectas

Tamafio de adenopatias cervicales
Estado mutacional IGHV
FISH
Rossi et al., 2013 FISH
TP53, BIRC3, NOTCHI, SF3BI
Pflug et al., 2014 Sexo
Edad
ECOG
FISH
Estado mutacional IGHV
B2-microglobulina

Timidina kinasa
ICSS. Visentin et al.,2015 CD38

FISH
Mutaciones IGHV
100 Riesgo bajo
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Figura 2. Supervivencia global de acuerdo a los subgrupos de pacientes del CLL-IPI
(adaptado del International CLL-IPI working group (69)).
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Tabla 7. Criterios para iniciar tratamiento para la LLC segiin el consenso internacional

“IWCLL 2008 (9).

Criterios para el inicio de tratamiento IWCLL 2008

. Evidencia de fallo medular progresivo (anemia/trombopenia).

. Esplenomegalia progresiva y sintomatica (al menos 6 cm por debajo del reborde costal).
. Afectacion ganglionar progresiva, sintomatica o masiva (al menos > 10 cm).

W N =

. Linfocitosis progresiva: >50% en 2 meses; duplicacion linfocitaria en < 6 meses. En casos con

. . 9 L. . . . .
linfocitosis < 30 x 10°/L, este no debe ser el inico criterio. Excluir causas infecciosas de
. AHAI o trombopenia inmune que no responda a corticoides o tratamiento estandar.

9]

6. Sintomas constitucionales:
a. Pérdida no intencionada de peso de al menos 10% en 6 meses.
b. Astenia (ECOG >2 o incapacidad para realizar las actividades rutinarias).
¢. Fiebre > 38°C durante al menos 2 semanas sin evidencia infecciosa.
d. Sudoracién nocturna de més de un mes de evolucion sin evidencia infecciosa.

1.1.7.2 Panorama actual en el tratamiento de la LLC

1.1.7.2.1 Inmunoquimioterapia

Los tratamientos clasicos para la LL.C se han basado en corticoides y quimioterapia.
Los agentes alquilantes, fundamentalmente el clorambucilo y la ciclofosfamida, seguidos
por los andlogos de las purinas, sobre todo la fludarabina, fueron el pilar de tratamiento
durante muchos afios. Mas tarde, se aprobd la bendamustina, un farmaco olvidado que se
rescaté con muy buenos resultados, principalmente para pacientes mayores de 65 afios o con
comorbilidades (72-74). Pero sin duda, la llegada de la inmunoterapia, en concreto del
anticuerpo monoclonal rituximab (anti CD20), ha sido el primer paso hacia el progreso en
el tratamiento de la LLC (73-76). La combinacion fludarabina, ciclofosfamida, rituximab
(FCR) se utiliza como tratamiento de primera linea para pacientes jovenes y sin
comorbilidades y constituye, hoy en dia, el estindar de tratamiento, en los pacientes con
patréon mutado de IGHV. Por su parte, bendamustina mas rituximab (BR) se utiliza en
pacientes mayores de 65 afios o con comorbilidades, y la combinacién rituximab

clorambucilo (CIR) en los pacientes més fragiles (77,78).

Después del rituximab, han surgido dos nuevos anticuerpos monoclonales anti CD20,
que se han aprobado en combinacién con quimioterapia para el tratamiento de la LLC.
Ofatumumab, es un anticuerpo humanizado que se une a un epitopo diferente de CD20 que
rituximab, y ha demostrado ser superior a clorambucilo en monoterapia al combinarse con
clorambucilo (79). Obinutuzumab posee una mayor citotoxicidad que rituximab y, de hecho,

ha demostrado ser superior en combinacién con clorambucilo a rituximab y clorambucilo,
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con una mayor supervivencia libre de progresion (SLP), tasa de respuestas globales y de

respuestas completas (RC) (80,81).

1.1.7.2.2 Inhibidores del receptor de célula B (BCR)
Sin ninguna duda, la auténtica revolucidn en el tratamiento de la LLC ha venido de la

mano de los inhibidores de la via de senalizacién del BCR.

Ibrutinib es un inhibidor de la tirosina quinasa de Bruton que se administra por via oral
y que ha demostrado inducir respuestas ganglionares muy rapidas en los pacientes con LL.C
en monoterapia (82). Este beneficio también se observa en pacientes con delecion de 17p

(17p-) o mutaciones de TP53, en los que la quimio-inmunoterapia no es eficaz (83).

Idelalisib es un inhibidor de la via PI3K delta, oral, y de forma anédloga a ibrutinib, ha
demostrado ser muy eficaz en pacientes con LLC en combinacién con rituximab, incluyendo
casos con 17p- o mutaciones en TP53 (84). Sin embargo, la toxicidad que ocasiona ha

limitado su uso (85,86).

Actualmente, hay otros inhibidores del BCR de segunda generacién en estudio, como

acalabrutinib, con resultados prometedores (87).

1.1.7.2.3 Inhibidores de BCL-2

Venetoclax es otro farmaco oral, inhibidor selectivo de BCL-2, que ha demostrado ser
muy eficaz en pacientes con LLC en recaida o refractarios, incluyendo los casos con 17p- o
mutaciones de TP53, o refractarios a inhibidores de BCR (88,89). Ademas, el programa de
desarrollo clinico de venetoclax comprende su evaluacién como farmaco de primera linea y
diversas combinaciones, con un futuro prometedor dada su eficacia en los estudios

iniciales (90).

1.1.7.2.4 Otros tratamientos

Otros tratamientos que se han utilizado histéricamente para los pacientes con 17p- o
mutaciones de TP53 son las dosis altas de metilprednisolona junto con rituximab, o el
anticuerpo monoclonal anti CD52, alemtuzumab. Estas opciones producen respuestas

modestas a costa de complicaciones infecciosas severas (51,52).

Existen muchos otros tratamientos, nuevas moléculas en desarrollo y combinaciones de
farmacos en estudio, como los agentes inmunomoduladores (lenalidomida) (93), o la terapia
con CAR (Chimeric Antigenic Receptors) T-cells. Los CARs han demostrado producir
respuestas en aproximadamente un 50% de pacientes previamente refractarios y en franca

progresion, aunque todavia son un tratamiento en fase de investigacion (94). El trasplante
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alogénico en el momento actual se reserva para pacientes jovenes que no han respondido a

inhibidores de BCR o BCL-2, y los que presentan una transformacién a sindrome de Richter.

En la Figura 3 se refleja un algoritmo terapéutico que recoge las opciones de tratamiento de

primera linea en la LLC en el momento actual (24,77,78).

1.2 Estado mutacional del gen de la region variable de la cadena
pesada de inmunoglobulina (IGHYV)

1.2.1 Estado mutacional IGHV y pronéstico de la LL.C

El proceso de hipermutacion somatica ocurre en el centro germinal de los Organos
linfoides secundarios, cuando un linfocito B maduro entra en contacto con un antigeno.
Consiste en la generacion de una tasa elevada de mutaciones en el gen /IGHV con el fin de
mejorar la afinidad del linfocito por el antigeno, lo que permite la sintesis de un amplio
espectro de receptores de célula B (BCR) (95). Las mutaciones en el gen IGHV ocurren en
aproximadamente el 50% de los casos de LL.C y se definen por presentar una discrepancia
mayor del 98% con respecto al gen méas similar de la linea germinal. Por tanto, se podrian
definir dos tipos de LLC: las “mutadas” que son aquellas que se originan a partir de células
que han pasado por el centro germinal; y las “no mutadas” con origen en linfocitos B pre-

centro germinal (Figura 4).

Identificar si el paciente presenta o no mutaciones en IGHV es de elevada trascendencia,
puesto que tiene un importante valor prondstico. Este dato se comunic6 por primera vez hace
casi 20 afios, por 2 grupos independientes de forma simultinea (96,97). Estos grupos
encontraron que las LL.C no mutadas presentan un prondstico peor que las mutadas, con una
SLP, tiempo hasta el primer tratamiento (TPT) y SG menores (Figura 5). Ademas, se
asocian con mayor frecuencia con factores prondsticos desfavorables como la presencia de
la delecién 11q (11g-), 17p- o positividad para ZAP-70 o CD38. Desde entonces, diferentes
publicaciones han confirmado estos hallazgos a lo largo de los afos, lo que ha posicionado
al estado mutacional como uno de los factores con mayor valor en la estimacion del
prondstico de los pacientes con LLC (42,64,98-100). Ademés es un factor que no cambia

durante la evolucidn de la enfermedad.
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Figura 3. Algoritmo terapéutico actual en un paciente con LLC en primera linea (adaptado
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Figura 5. Supervivencia de los pacientes con LLC en funcion de su estado mutacional

(adaptado de Hamblin et al. (98)).

Sin embargo, y pese a su gran valor prondstico, ain no se dispone de esta técnica en
todos los laboratorios de forma rutinaria. De hecho, en las recomendaciones del grupo
internacional de LLC a dia de hoy no es una prueba a realizar de forma obligatoria (9). Esto
se debe principalmente a las dificultades metodoldgicas que existen en los laboratorios a la
hora de implantar esta técnica, y a que las decisiones terapéuticas hasta hace muy poco no
se hacian en funcién de los resultados obtenidos. Probablemente esto va a cambiar en los
proximos afios debido a los esfuerzos de estandarizacion de la técnica a nivel europeo (102—
104), y a que en los pacientes jovenes tener un perfil mutado puede hacer posicionarse hacia
un tratamiento de primera linea con inmunoquimioterapia frente a otros tratamientos

dirigidos (105).

1.2.2 Familias de genes de la region variable de las inmunoglobulinas y su
asociacion con caracteristicas de la LLC

Independientemente del estado mutacional, algunas regiones especificas del gen de la
region variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas se han asociado con
caracteristicas clinicas concretas y una distribucién geografica diferente. Por ejemplo, el gen
IGHV1-69 tiene una mayor prevalencia en paises occidentales y se asocia méis

frecuentemente al patrén no mutado (106,107). Otras familias frecuentes en paises
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Tabla 8. Frecuencia y caracteristicas de las familias de genes IGHV mds prevalentes y su

distribucion.
Perfil de
Familia VH Genes IGHV Distribuciéon geografica mutaciones Pronéstico
IGHV
Familia VH 1 V1-69 El ’més frecuente en p%n’ses mediterréneoie y Estados Unidos. No mutado Malo
Mas frecuente en occidentales que en orientales.
V3-23 De los mas frecuentes en paises mediterrdneos/Sudamérica. Mutado Malo
El més frecuente en Iran.
V3-7 Mutad B
Similar en el resto de paises con frecuencia en torno al 5%. daco ueno
o ) C =
Familia VH 3 V3-30 De los mas frecuentes en paises mediterrdneos. Mutado asos/con regresion
espontanea de la LLC
V321 Mas frecuente en paises del norte de Europa. Mutado la  Malo aunque se trate de
Muy poca incidencia en paises mediterraneos. mayoria casos mutados
V3-72 En general poco frecuente. Mutado Bueno
. De los mas frecuentes en paises mediterraneos.
Familia VH 4 V4-34 Mutado Bueno

El mas frecuente en paises orientales.

occidentales son IGHV3-23, IGHV4-34, ¢ IGHV3-07. En la Tabla 8 se describen la
frecuencia y principales caracteristicas de los genes IGHV mas prevalentes en los distintos

paises (107-115).

La familia IGHV3-21 se ha observado con mayor frecuencia en paises del norte de
Europa que en las regiones mediterraneas, y se ha asociado con mal prondstico
independientemente del estado mutacional (108,112,113). Curiosamente este gen se asocia
con el patron IGHV mutado. Se especula que la discrepancia entre el uso preferencial de
IGHV3-21 en los casos mutados y el mal prondstico asociado, sea por la exposicion de las
células tumorales a un antigeno comun que perpetie la estimulacion linfocitaria (112,115).
A raiz de estas observaciones, posteriormente se ha comunicado la existencia de diferentes
tipos de LLC en funcién del subtipo de BCR de inmunoglobulinas que presenten. Estos
pueden ser heterogéneos (en un 70% de los casos) o casi idénticos o estereotipados (en el
30% restante). Dentro del subtipo estereotipado, se han descrito diferentes grupos de
pacientes, siendo los mas frecuentes el subtipo #1, #2, #4 y #8. Ademds, presentan diferentes
caracteristicas clinicas y biologicas y, asi, los subtipos #1, #2 y #8 se asocian con mal

prondéstico al contrario que el estereotipo #4 (116,117).

1.3 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)
La hibridacién in situ fluorescente (FISH), del inglés fluorescent in situ hybridization
es una técnica citogenética que utiliza sondas que emiten fluorescencia al hibridarse con

regiones cromosOmicas concretas, y asi puede detectar alteraciones cromosdmicas concretas
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como deleciones, inserciones, duplicaciones e inversiones, entre otras. En el campo de la
LLC supone una importancia especial puesto que puede encontrar alteraciones en
aproximadamente el 70-80% de los casos, frente a la citogenética convencional, que solo lo
hace en el 40-50%, debido al bajo indice mitdtico de los linfocitos B patologicos in vitro.
Con todo, la principal limitacién de la FISH es su imposibilidad para ver alteraciones en las
regiones cromosomicas no exploradas. Este hecho es especialmente importante en la
deteccion de cariotipos complejos, que se han asociado con prondstico infausto en la LLC
(118-122). Recientemente, se han comunicado diferentes experiencias mediante técnicas de
estimulacidén con mitdgenos para superar esta limitacion, con resultados alentadores (123—
125). A dia de hoy la citogenética convencional con mitdégenos, no se utiliza ampliamente
en la préctica clinica, aunque probablemente sea asi en un futuro, haciéndose de forma

complementaria a la FISH.

1.3.1 Clasificacion pronéstica de Dohner

La publicacién de Dohner et al. en el afio 2.000 puso de manifiesto el gran impacto
clinico que supone presentar alteraciones citogenéticas detectadas por FISH en la LLC (126).
En este estudio, los pacientes con LLC presentaban alteraciones en el 82% de los casos.
Estas, por orden de frecuencia, fueron: delecién de 13q (13q-), 11q-, +12 y 17p-. Como se
ve reflejado en la Figura 6 y en la Figura 7, los pacientes con 17p- fueron los que tenian
prondstico peor con una mediana de supervivencia estimada de 32 meses y un TPT de 9
meses; seguidos de los pacientes con 11g- (SG 79 meses y TPT 13 meses); +12 (SG 114
meses y TPT 33 meses); no alteraciones (SG 111 meses y TPT 49 meses) y 13g- (SG 133
meses y TPT 92 meses).

Estos hallazgos se han confirmado posteriormente por multiples grupos (127,128), entre
otros en un estudio muy reciente con 1.585 pacientes (129). En este estudio se reproducen
los resultados del grupo alemén, aunque con tiempos de supervivencia més prolongados,

probablemente por el efecto de los nuevos tratamientos, al ser una cohorte mas reciente.

1.3.1.1 Delecion 13q

La 13g- es la alteracion cromosOmica mas frecuente en la LL.C, ya que se detecta por
FISH en aproximadamente el 55% de los casos. Como se ha mencionado previamente, es la
alteracion que condiciona mejor prondstico cuando aparece de forma aislada (65,126). La
13g- se considera una alteracion clonal inicial, que ocurre en fases tempranas de la
enfermedad, y sobre la que se pueden afadir otras durante la evolucion de la misma (Figura

8) (130,131).
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Figura 6. Probabilidad de supervivencia en funcion de la alteracion citogenética detectada

por FISH en casos con LLC (adaptado de Dohner et al. (126)).
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detectada por FISH en casos con LLC (adaptado de Dohner et al. (126)).

21



1. Introduccion

% del(13q) tri12
8 < -
£
@
of
©
Q
E <
e
= X
o & 3 ‘
21 (MGA) i !idel6q21): - \ FBXW?7 ) | KRAS
& — 1N y
TP53 ATM BIRC3

Figura 8. Relacion temporal entre las alteraciones citogenéticas y moleculares durante la

evolucion de la LLC (adaptado de Landau et al. (131)).

Sin embargo, existe heterogeneidad en los tipos de deleciones que afectan al cromosoma
13 y, por tanto, subgrupos de pacientes con diferente curso clinico. En primer lugar, segin
el tamafio de la delecion se pueden clasificar 2 tipos de casos: la 13g- tipo I o deleciones
cortas, que son aquellas que no albergan el locus del gen del retinoblastoma 1 (RB1); y las
13q tipo II o deleciones grandes, que incluyen RB1. Estas tltimas se han asociado con un
curso clinico peor que las deleciones tipo I (132,133). Por otra parte, la 13g- es monoalélica
en la mayoria de los casos, y esto no parece asociarse con el prondstico de la enfermedad,
aunque ha sido un tema de controversia (129,134—137). Por dltimo, el tamafio del clon que
presenta la delecién ha demostrado tener implicacion prondstica, con TPT y SG menores en
los pacientes con un porcentaje elevado de células con 13g- cuyo punto de corte estd entre

el 65-85% en los diferentes estudios publicados (129,138-141) .

1.3.1.2 Delecién 11q

La 11g- se detecta por FISH con una prevalencia inferior al 20% y aporta mal
pronéstico (126). Normalmente, estos pacientes presentan sintomas B, grandes
conglomerados adenopaticos, enfermedad progresiva, un TPT corto y una SG reducida. En
esta misma linea, 11g- se asocia con patrén no mutado IGHV (142,143). Algunas
publicaciones apuntan que el afiadir inmunoterapia a los tratamientos ‘“‘clasicos” con
quimioterapia puede superar, en los pacientes que no han recibido otros tratamientos

previamente, el mal prondstico que acarrea 11q- (75,144). De forma parecida a lo que ocurre
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con 13q-, no todos los pacientes que presentan esta delecidon presentan el mismo curso
clinico. De hecho, diferentes trabajos han confirmado que el porcentaje de células con la
delecién también afecta al prondstico de los pacientes, de tal modo que aquellos enfermos
con un porcentaje alto de pérdidas en 11q presentan un curso clinico peor (145-147). La
causa principal por las que 11g- confiere mal prondstico a la enfermedad es la pérdida de
ATM, que ocurre en la mayoria de los casos con 11qg- (148). Por otra parte, el gen BIRC3
también se encuentra en la region 11q cerca de ATM y sus mutaciones y deleciones se han

asociado con un prondstico infausto, como se ha descrito anteriormente (56).

1.3.1.3 Trisomia 12

La +12 es la tercera alteracion mas frecuente en la LLC, al objetivarse en torno a un 15-
20% de los casos (126). Si bien el prondstico de estos pacientes se ha considerado intermedio
tras la publicacién inicial de la universidad de Ulm (126), hoy se sabe que se trata de un
grupo de pacientes muy heterogéneo cuyo prondstico ha sido tema de controversia. Una
publicacién reciente posiciona la +12 sin otras mutaciones como un grupo de riesgo bajo
(65). Al igual que la 13g-, la +12 es un evento temprano que ocurre en fases iniciales de la
LLC (Figura 8) (131). Los pacientes con +12 suelen presentar inmunofenotipo y morfologia
atipicas (149,150) y algunos marcadores de mal prondstico como pueden ser el CD49d,
CD38 o patrén no mutado de IGHV (151-153). En parte, la heterogeneidad clinica de estos
casos se puede explicar por las alteraciones genéticas y moleculares sobreafiadidas. En el
30-40% de los casos con +12, ésta ocurre en combinacidén con otras alteraciones, como
pueden ser las deleciones “clasicas” de la LLC, la translocacién de IGH o tipicamente las
trisomias 18 y 19 (120,154,155). Evidencias recientes sefalan que la adicién de otras
trisomias a la +12, sobre todo la +19, separan un subgrupo de pacientes con mejor prondstico
(120). En cambio, las mutaciones de NOTCH-1 se han observado en un 30-40% de los
pacientes con +12, y confieren mal prondstico (156-158). Los pacientes con +12
generalmente no presentan mutaciones en 7P53 y raramente las adquieren en la evolucion,
lo que probablemente pueda explicar el buen prondstico de estos pacientes tras recibir
tratamiento y que, hoy en dia, se considere globalmente una alteracion de pronostico mas

benigno cuando se observa sin mutacion en NOTCH-1 (65,75).

1.3.1.4 Delecion 17p
La 17p- es la alteracion menos frecuente de las citadas previamente (126). Sin embargo,
si se tienen en cuenta unicamente los casos refractarios a tratamientos o en recaida, su

incidencia aumenta hasta el 45% (159). De hecho, esta alteracién se considera un evento
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tardio en la evolucion de la enfermedad (Figura 8) (131,160). Ademas, la 17p- se asocia
invariablemente con un prondéstico infausto debido a la pérdida del gen TP53 al producirse
la delecion (161). Se ha demostrado que en el 70% de los casos con 17p- existe también una
mutacion del gen TP53 del otro alelo, en el 10% solo la 17p- y en el 20% restante, solo la
mutacién de TP53 (162). Este gen se encarga de inducir apoptosis y parada del ciclo celular
si encuentra ADN en mal estado, por tanto, su pérdida favorece que los pacientes desarrollen
tumores con mas facilidad y se acompaiien de alteraciones genéticas complejas (163). No es
de extranar, en este contexto, la asociaciéon de 17p- con factores de mal prondstico como
CD38, CD49d, patréon IGHV no mutado, o cariotipos complejos (42,164). Los pacientes con
esta delecion no suelen responder a quimioterapia convencional, pues estos tratamientos
utilizan mecanismos dependientes de 7P53. Las recaidas son frecuentes y la SG esta
acortada, lo que hace que hoy en dia los pacientes que presentan esta alteracion requieran un
abordaje terapéutico diferente con inhibidores de BCR (24,82,83,88,105,163,165). De
hecho, se recomienda analizar esta alteracion junto con la mutacién 7P53 antes de iniciar
cualquier linea de tratamiento. Parece que no todos los pacientes con 17p- tienen el mismo
comportamiento, pues como en las demds deleciones, se ha demostrado que el porcentaje de
células mutadas separa subgrupos de pacientes, de tal manera que en los que tienen una carga
mutacional elevada el prondstico es peor (166). Por dltimo, el momento en el que se adquiere
la alteracion también es importante puesto que, si es en fases mas iniciales, el prondstico es

algo mejor que si se adquiere durante la evolucion (130).

1.3.2 Alteraciones poco frecuentes y alteraciones multiples

La proporcion baja de pacientes con alteraciones menos frecuentes o combinaciones de
alteraciones detectadas por FISH en el estudio publicado por Déhner et al. (126) no hizo
posible extraer conclusiones claras acerca de su prondstico en la LLC. Sin embargo, a lo
largo de los afios se ha recabado informacién al respecto, aunque a veces ésta ha sido

insuficiente o contradictoria.

1.3.2.1 Translocacion de 14q32/IGH

Esta alteracion esta descrita entre el 4-9% de los pacientes con LLC segun las series.
En el estudio del grupo alemén se incluy6 junto con otras alteraciones por su frecuencia, sin
poder llegar a confirmar el prondstico de estos casos. Publicaciones posteriores han
identificado a estos enfermos como de riesgo alto, con SG y TPT cortos (167-169). El

compaiiero de translocacion de IGH puede ser BCL2, t(14;18), cualquier otra region
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cromosOmica, o no identificarse. Parece ser que cuando se produce la t(14;18), el prondstico

es mejor que en el resto de casos (168).

1.3.2.2 Delecién 6q
Esta alteracion se ha descrito en menos del 6-7 % de los pacientes con LLC.
Normalmente se encuentra en combinacién con otras anomalias cromosdmicas y parece que

no aporta valor prondstico (170,171).

1.3.2.3 Alteraciones multiples

Segun diferentes trabajos se estima que las deleciones clasicas y la +12 se combinan
entre ellas en torno a un 15-20% de los casos (122,126,137,172). En el estudio de Dohner,
salvo en la categoria de 13g- que separaba los casos con ésta alteracidn, las alteraciones
multiples (AM) se entremezclaban en los grupos. Posteriormente, diferentes publicaciones
han descrito algunos aspectos de este subgrupo de pacientes. Entre ellos destaca que las
combinaciones de alteraciones no se producen al azar. Asi, las combinaciones mas
frecuentes son las de 13g- con 11g- o 17p- (137). La combinacién de 13g- con +12 es un
evento raro, y parece que el prondstico de estos casos es peor que cuando se da la 13g- sola
(168,173). Las pérdidas en 11g- y 17p- también constituyen una pareja de muy baja
frecuencia y cuando estdn asociadas parece que constituyen un subgrupo de muy alto

riesgo (174).

En cuanto al cariotipo complejo (CC), cada vez parece mas evidente que su presencia
condiciona un prondstico muy adverso en los individuos con LLC. Este se observa en torno
aun 10% de los pacientes, o en proporciones mas elevadas en el contexto de refractariedad
y recaida. De hecho, como se ha mencionado previamente, la incorporacion progresiva de
los estudios de citogenética y estimulacion con mitdgenos es creciente en la practica clinica,
pues aportan una informacién complementaria muy importante en estos pacientes. E1 CC se
define por la presencia de al menos 3 alteraciones en el cariotipo por técnicas de citogenética
convencional (118,122,175). Presentar CC se asocia con factores de prondstico adverso
(17p-, 11g-, CD38, patréon IGHV no mutado). Por todo ello, hoy en dia se considera uno de
los factores mas desfavorables en la LLC, incluso en la ausencia de 17p- o 11g-, o en

pacientes tratados con inhibidores del BCR (118,119,121,123,124,175-178).
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1.4 Publicaciones que componen el presente trabajo de Tesis
Doctoral

Las dos técnicas mas ampliamente utilizadas, consolidadas y con mayor valor

pronostico en la LLC a dia de hoy son las alteraciones citogenéticas determinadas mediante

FISH y el estado mutacional /GHV. La presente Tesis Doctoral pretende aportar nueva

informacion acerca de factores pronésticos derivados de la realizaciéon de ambas técnicas.

Este trabajo se ha concretado en los siguientes cuatro articulos publicados en revistas

internacionales indexadas:

1.
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Mutation Status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients from
Northwest and Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia.
Gonzialez-Gascon Y Marin I, Herndndez JA, Martin A, Alcoceba M, Sarasquete ME,
Rodriguez-Vicente A, Heras C, de Las Heras N, Fisac R, Garcia de Coca A, de la Fuente
I, Hernandez-Sanchez M, Recio I, Galende J, Martin-Nufez G, Alonso JM, Hernandez-
Rivas JM, Gonzalez M.

Biomed Res Int. 2014,;2014:257517. doi: 10.1155/2014/257517.

A High Proportion of Cells Carrying Trisomy 12 is Associated with a Worse
Outcome in Patients with Chronic Lymphocytic Leukemia.

Gonzélez-Gascon Y Marin I, Herndndez-Sanchez M, Rodriguez-Vicente AE, Sanzo C,
Aventin A, Puiggros A, Collado R, Heras C, Muioz C, Delgado J, Ortega M, Gonzélez
MT, Marugén I, de la Fuente I, Recio I, Bosch F, Espinet B, Gonzalez M, Herndndez-
Rivas JM, Hernandez JA; Grupo Espaiiol de Leucemia Linfatica Crénica (GELLC);
Grupo Cooperativo Espaiiol de Citogenética Hematolégica (GCECGH).

Hematol Oncol. 2016 Jun;34(2):84-92. doi: 10.1002/hon.2196.

Characterizing Patients with Multiple Chromosomal Aberrations Detected by
FISH in Chronic Lymphocytic Leukemia.

Gonzalez-Gascon Y Marin I, Hernandez-Sanchez M, Rodriguez-Vicente AE, Puiggros
A, Collado R, Luifio E, Gonzalez T, Ruiz-Xivillé N, Ortega M, Gimeno E, Muioz C,
Infante MS, Delgado J, Vargas MT, Gonzédlez M, Bosch F, Espinet B, Herndndez-Rivas
JM, Hernandez JA; Grupo Espaiiol de Leucemia Linfatica Crénica (GELLC) and Grupo
Cooperativo Espafiol de Citogenética Hematolégica (GCECGH).

Leuk Lymphoma. 2017 Jul 21:1-10. doi: 10.1080/10428194.2017.1349901.



1.4. Publicaciones que componen el presente trabajo de Tesis Doctoral

4. Hyperdiploidy as a Rare Event that Accompanies Poor Prognosis Markers in CLL.
Gonzalez-Gascon Y Marin I, Martin AA, Hernandez-Sanchez M, Robledo C, Hermosin
ML, de Las Heras N, Lacalle L, Galende J, de Arriba F, Rodriguez-Vicente AE,
Hernandez JA, Hernandez-Rivas JM.

Eur J Haematol. 2017 Feb;98(2):142-148. doi: 10.1111/ejh.12812.
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2.1. Bases y fundamentos de la hipédtesis

2.1 Bases y fundamentos de la hipoétesis

El pronostico de los pacientes con LLC es muy variable, lo que se explica, en gran
medida, por las alteraciones genéticas y moleculares que adquieren las células. Entre estas
destacan el estado mutacional del gen IGHV y la clasificacion segin el resultado de las
alteraciones citogenéticas determinadas mediante FISH, por su gran valor prondstico y
aplicabilidad en la clinica rutinaria. Sin embargo, hay pacientes con alteraciones concretas y

heterogeneidad clinica y, por tanto, quedan atin matices por definir.

El estado mutacional de IGHV es uno de los factores prondsticos més importantes en la
LLC. Los pacientes con perfil mutado del gen de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
son los que presentan pronodstico mejor. Ademas, algunas familias de la cadena variable se

han asociado con caracteristicas clinicas especificas, y una distribucién geografica desigual.

Por otra parte, la FISH se ha consolidado como otro factor con una gran importancia
pronoéstica y se aplica ampliamente en la practica clinica habitual en pacientes con LLC, ya
que es capaz de identificar las deleciones de los cromosomas 11, 13, 17 y la trisomia del 12
en alrededor del 80% de los casos, lo que separa grupos de pacientes con distinto curso
clinico. Diversas publicaciones han demostrado que el porcentaje de pérdidas constituye
también un factor prondstico importante, aunque en los casos con +12, la relevancia del

porcentaje de la ganancia cromosOmica no se ha investigado.

Ademas, el impacto prondstico cuando més de una de estas alteraciones genéticas
concurren en el mismo paciente tampoco se ha estudiado en series extensas de pacientes,

aunque se sabe que aparece en un porcentaje de pacientes no desdefable.

Por dltimo, la presencia de varias ganancias cromosomicas en pacientes con LL.C no
parece ser un evento muy frecuente ya que solo se han comunicado casos anecddticos y se

desconoce su impacto prondstico en estos enfermos.

2.2 Hipoétesis
Todas estas premisas se han considerado para su andlisis en una muestra amplia de

pacientes con LLC, con el objetivo de responder las preguntas planteadas.

La primera hipoétesis del presente trabajo de Tesis Doctoral fue confirmar en los
pacientes de nuestra serie la importancia prondstica del estado mutacional de IGHV, asi
como identificar qué familias VH estdn mas presentes en nuestro entorno y con qué

caracteristicas clinico-bioldgicas.
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En segundo lugar, se investigd si el porcentaje de células que presentan +12 puede
separar grupos de pacientes con diferente prondstico respecto al TPT y la SG, de forma

parecida a lo que ocurre con 11qg-, 13q-y 17p-.

Ademas, es posible que los pacientes que presentan mas de una alteracion citogenética
detectada por FISH, se comporten de manera distinta a los pacientes que presentan una tinica

alteracion.

Por ultimo, se plante6 que las ganancias cromosdmicas son un evento muy raro en la
LLC, en contra de lo que ocurre con otras enfermedades hematoldgicas, ademés de poder

tener un impacto en el prondstico de estos pacientes.
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El objetivo principal de este trabajo consiste en analizar el impacto prondstico de
determinadas alteraciones genéticas en los pacientes con LLC y estudiar las caracteristicas
clinico-bioldgicas de pacientes con esta enfermedad en una cohorte de enfermos espafoles
procedentes tanto de la base de datos del Grupo Cooperativo Espafiol de Citogenética
Hematol6gica (GCEGCH) y del Grupo Espaiiol de Leucemia Linfocitica Crénica (GELLC),

como de la base de datos de pacientes con LLC del Hospital Universitario de Salamanca.

Los objetivos concretos propuestos para explorar la hipdtesis planteada previamente se

detallan a continuacidn:

1. Investigar el estado mutacional y la frecuencia de mutaciones en una cohorte de
pacientes del noroeste y la parte central de Espafia, asi como estudiar la relacion entre
el estado mutacional y otros marcadores prondsticos.

2. Analizar las caracteristicas clinico-biolégicas de pacientes con LLC y +12, y el
impacto prondstico que conlleva tener un alto porcentaje de células con +12 en la SG
y el TPT.

3. Estimar la frecuencia, caracteristicas y prondstico de los casos que presentan
multiples alteraciones citogenéticas detectadas por FISH.

4. Estudiar la incidencia de otras alteraciones menos frecuentes como el hallazgo de
hiperdiploidia en LLC, de la que se desconocen sus caracteristicas clinicas y
biologicas, asi como la influencia que pueden llegar a tener en el curso de la

enfermedad.
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The aim of this study was to investigate the frequency and mutation status of the immunoglobulin heavy variable chain (IGHV)
in a cohort of 224 patients from northwest and central region of Spain diagnosed with chronic lymphocytic leukemia (CLL), and
to correlate it with cytogenetic abnormalities, overall survival (OS) and time to first treatment (TTFT). 125 patients had mutated
IGHYV, while 99 had unmutated IGHV. The most frequently used IGHV family was IGHV3, followed by IGHV1 and IGHV4. The
regions IGHV3-30, IGHV1-69, IGHV3-23, and IGHV4-34 were the most commonly used. Only 3.1% of the patients belonged to
the subfamily IGHV3-21 and we failed to demonstrate a worse clinical outcome in this subgroup. The IGHV4 family appeared more
frequently with mutated pattern, similar to IGHV3-23 and IGHV3-74. By contrast, IGHV1-69 was expressed at a higher frequency in
unmutated CLL patients. All the cases from IGHV3-11 and almost all from IGHV5-51 subfamily belonged to the group of unmutated

CLL:
1. Introduction from months to decades [1, 2]. Rai and Binet staging systems
were designed to provide prognostic information, and are
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a clinically and bio-  widely used in clinical practice [3, 4]. However, some patients

logically heterogeneous disease, with survival times ranging  with early stages rapidly progress.
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4. Articulo 1: Mutation status and Immunoglobulin Gene Rearrangements in Patients from Northwest and
Central Region of Spain with Chronic Lymphocytic Leukemia

Over the past decade, several biological markers have
become important prognostic factors and may guide treat-
ment decisions. These include immunoglobulin heavy chain
variable region (IGHV) mutation status, expression of spe-
cific proteins on CLL cells such as CD38 and intracellular
zeta-associated protein-70 (ZAP-70), and some cytogenetic
abnormalities [5-9].

Clonal genomic aberrations can be identified in approxi-
mately 80% of CLL patients by fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH). Usually, patients with deletion of chromosome
1314 as a single alteration have a better outcome, although a
high number of losses in 13q14 or large deletions including
RBI gene could be associated with a worse outcome [10].
By contrast, patients with deletion of chromosome 11q22
or chromosome 17p13 show a shorter OS, while cases with
trisomy 12 have an intermediate prognosis [7, 11].

The IGHV gene mutation status is one of the most reliable
prognostic markers. It defines two different subsets of CLL
based on the cutoff value of 98% identity with the closest
germ line IGHV genes: mutated CLL (M-CLL) and unmu-
tated CLL (U-CLL). Somatic mutations of IGHV occur in
approximately half of the cases and usually present with non-
progressive disease, in contrast to patients with U-CLL who
have a more aggressive disease with a shorter progression-free
survival, time to first treatment (T'TFT), and overall survival
(OS) [11, 12]. Furthermore, irrespective of mutation status,
some heavy chain variable regions have been associated
with specific clinical features and varying occurrences from
country to country. For example, IGHVI-69 gene has been
observed to be one of the most frequently rearranged genes
in Western patients and is almost always associated with
the subset of U-CLL [13]. Other subgroups reported to be
frequently used in Western patients are IGHV3-23, IGHV4-
34, and IGHV3-07. Moreover, an overrepresentation of the
IGHV3-21 gene has been reported in northern European
countries compared to the Mediterranean region, and it has
been associated with a worse prognosis despite the mutation
status [13, 14].

In this study, we investigated the frequency and mutation
status of IGHV in a cohort of patients from northwest and
central region of Spain. We also analyzed the relationship
between IGHV mutation status and some other CLL prog-
nostic markers such as the expression of CD38, cytogenetic
abnormalities detected by FISH, OS, and TTFT.

2. Patients, Materials, and Methods

2.1. Patients. A total of 224 unselected patients diagnosed
with typical CLL from nine different institutions located
in northwest and central region of Spain were studied for
IGHV gene usage and mutation status. The diagnosis was
based on clinical symptoms, immunophenotypic analysis,
blood cell count, and cell morphology, according to the
World Health Organization classification of tumors [15] and
National Cancer Institute guidelines [16]. The study was
approved by the local ethics committee and all individuals
provided their informed consent. The median age of the
patients was 63 years (range, 29-90 years). A hundred
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and fifty-two patients were male (68%) and seventy-two
(32%) were female (male/female ratio = 2.1). At the time
of diagnosis, most cases were classified as stage A (77%)
according to Binet classification [4].

2.2. Sample Processing and DNA Extraction. Mononuclear
cells were isolated using Ficoll density gradient centrifugation
from peripheral blood samples containing more than 10% of
CLL cells determined by flow cytometry. Genomic DNA was
extracted and purified, washed, and lysed according to the
manufacturer’s instructions using the DNAzol kit (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH, USA).

2.3. PCR Amplification of IgH Rearrangements. IGHV gene
rearrangements were amplified by reverse transcription-
PCR according to ERIC recommendations [17], using a
mixture of 5’ primers specific for framework region (FR) 1
consensus family (IGHVI-IGHV6), together with 3’ primers
complementary to the germ line JH regions. All samples were
tested for the amplification of IGH rearrangements according
to the BIOMED-2 Concerted Action protocols in whose
standardization our group has participated actively [18]. In
this strategy, complete V-D-] rearrangement amplification
was performed by multiplex PCR with a set of family-
specific primers of the framework region (FR1) and one IGH]
consensus primer. When amplification was unsuccessful, a
second PCR was performed with primers from the IGHV
leader region. In all cases amplification consisted of an initial
denaturation step of 10 minutes at 95°C followed by 35 cycles
of 94°C, 60°C, and 72°C for 30 seconds each, with a final
extension step of 30 minutes at 72°C.

2.4. Sequencing of PCR Products. Clonality was assessed by
size discrimination of PCR products using automatic ABI
3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) in conjunction with GeneMapper 4.0 software (Applied
Biosystems). To purify amplified products, they were run
on 8% polyacrylamide gel, heteroduplexed in cases with
polyclonal background, and visualized by ethidium bromide
staining. Purified PCR products were then eluted from
polyacrylamide gel and sequencing was performed from both
directions, at least from 2 PCR reactions, using the BigDye
Terminator vl.I Cycle Sequencing Reaction Kit (Applied
Biosystems) on an automated DNA Sequencer analyzer (ABI
3130, Applied Biosystems).

2.5. Analysis of IG Gene Sequences. The obtained sequen-
ces were aligned to V-Base (http://www2.mrc-Imb.cam.ac
.uk/vbase/list2.php) data base. IGHV sequences with <98%
homology with respect to the germ line counterpart were
considered as mutated, while those with an identity greater
than or equal to 98% were considered as unmutated. The
cutoff value of 96% was also contemplated in order to analyze
differences with possible prognostic interest.

2.6. FISH Analysis. Interphase FISH was performed on
peripheral blood samples obtained at diagnosis using com-
mercially available probes for the following regions: 13ql4;
12q13; 11q22/ATM; 17pTP53; and 14q32/IGH (Vysis/Abbott
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F1GURE 1: IGHV gene segments usage profile of patients with M-CLL and patients with U-CLL (number of cases).

Co., Downers Grove, IL, USA). Methods for FISH analysis
are described elsewhere [19]. The sensitivity limit for the
detection of 14g32 translocation, trisomy 12, and deletions
was >3%, >3%, and >8% interphase cells with split signal,
three signals, and one signal, respectively. Dual color FISH
using differently labeled control probes was performed, and
signal screening was carried out on at least 200 cells with well-
delineated signals. Hybridization was repeated in those slides
with less than 80% cells showing tow control-probe signals.

2.7. CD38 Expression. CD38 expression was analyzed by 4-
colour fluorescence—activated cell sorting (FACS) analysis.
For data analysis, the Infinicyt software (Cytognos SL, Sala-
manca, Spain) was used [20].

2.8. Statistical Analysis. Statistical analysis was performed
using the SPSS 17.0 software package (SPSS, Chicago, IL,
USA). The Fischer’s exact test and the Chi-squared test
were used to determine the relationship between categorical
variables. Quantitative variables were compared by using the
Student’s ¢-test and the Mann-Whitney U test. OS was cal-
culated from the time of diagnosis to death or last follow-up
visit. TTFT was calculated as the interval between diagnosis
and the start of first line treatment. OS and TTFT were
estimated by the Kaplan-Meier method and assessed by the
log-rank test. Statistical significance was defined as P < 0.05.

3. Results

3.1. IGHV Mutation Status. We analyzed mutation status
of 224 patients with CLL. Based on a cutoff value of 98%
nucleotide sequence homology of isolated IGHV gene with
that of the germ line counterpart, a total of 125 (55.8%) cases
were classified as M-CLL and 99 (44.2%) patients as U-CLL.
When we considered 96% as the cutoff value, 102 (45.6%)

cases displayed somatic mutations, whereas 124 (54.4%) were
unmutated.

3.2. IGHV Gene Family Usage and Mutation Status. IGHV
gene usage was identified in 216 patients. The most frequently
used IGHV family was IGHV3: 107 (49.5%), followed by
IGHVL: 55 (25.5%), IGHV4: 41 (19.0%), IGHV5: 8 (3.7%),
IGHV2:3 (1.4%), and IGHV7: 2 (0.9%), with no expression of
IGHV6. Mutation status (>98% homology) and its relation-
ship with sex and IGHV rearrangements are summarized in
Table 1.

IGHV3 and IGHV4 regions were found predominantly
in the M-CLL cases (72/107, P = 0.004, and 30/41, P =
0.022, resp.) in contrast to IGHV1 genes, which were found
predominantly in the U-CLL cases (37/55, P = 0.0001). Only
3.2% of patients used IGHV5 regions, and 7 out of 8 cases
displayed unmutated status (P = 0.023).

Among IGHV1 family, IGHV1-69 was also preferentially
expressed in U-CLL (18 versus 3 cases P < 0.0001).

Regarding IGHV3 family, IGHV3-30 was the most com-
mon region used (20.6%), followed by IGHV3-23 (19%),
with a low representation of IGHV3-7 (4.0%) and IGHV3-21
(3.2%). IGHV3-21 and IGHV3-7 expressed a mutated status
in all but one case. Both IGHV3-23 (P < 0.0001) and IGHV3-
74 (P = 0.018) presented more frequently the mutated
pattern. By contrast, the five patients with IGHV3-11 belonged
to the subgroup of U-CLL (P = 0.016). Interestingly,
within IGHV5 family, IGHV5-51 genes appeared to be mostly
unmutated (P = 0.016). Figure 1 shows IGHV gene segment
usage profile of patients with M-CLL and patients with U-
CLL.

3.3. Association of Mutation Status and Rearranged IGHV
Genes with Disease Outcome. Patients with U-CLL seemed to
have a more aggressive disease. Despite establishing homol-
ogy in 98 or 96%, U-CLL patients presented with a higher
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TaBLE 1: Mutation status (=98% homology) and its relationship with IGHV rearrangements and sex.
IGHV family Mutated cases Unmutated cases Mutated and unmutated % P Male/female
IGHV1 2 5 7 32 ns 4/3
IGHV1-02 3 7 10 4.6 ns 5/5
IGHV1-03 2 2 4 1.9 ns 0/4
IGHV1-08 3 2 ) 23 ns 3/2
IGHV1-18 2 2 4 1.9 ns 4/0
IGHV1-46 3 1 4 1.9 ns 3/1
IGHV1-69 3 18 21 9.7 <0.0001 15/6
Total IGHV1 18 37 55 25.5 <0.0001 34/21
IGHV2-01 1 0 1 0.5 ns 0/1
IGHV2-05 0 1 1 0.5 ns 0/1
IGHV2-70 0 1 1 0.5 ns 1/0
Total IGHV2 1 2 3 1.4 ns 1/2
IGHV3 3 2 5 2.3 ns 3/2
IGHV3-07 8 1 9 4.0 ns 9/0
IGHV3-09 2 2 4 1.9 ns 2/2
IGHV3-11 0 5 5 2.3 0.016 4/1
IGHV3-13 1 2 3 1.4 ns 3/0
IGHV3-15 4 2 6 2.8 ns 2/4
IGHV3-20 1 1 2 0.9 ns 11
IGHV3-21 6 1 7 32 ns 5/2
IGHV3-23 18 1 19 8.8 <0.0001 12/7
IGHV3-30 12 10 22 10.0 ns 17/5
IGHV3-33 4 3 7 3.2 ns 5/2
IGHV3-48 1 2 3 1.4 ns 3/0
IGHV3-49 2 2 4 1.9 ns 1/3
IGHV3-53 1 0 1 0.5 ns 1/0
IGHV3-64 0 1 1 0.5 ns 1/0
IGHV3-72 2 0 2 0.9 ns 2/0
IGHV3-74 7 0 7 3.2 0.018 5/2
Total IGHV3 72 35 107 49.5 0.004 85/22, P = 0.088
IGHV4-b 2 2 4 1.9 ns 1/3
IGHV4-04 0 2.3 0.051 3/2
IGHV4-30 1 2 0.9 ns 11
IGHV4-31 0 1 1 0.5 ns 1/0
IGHV4-34 14 4 18 8.3 ns 1/7
IGHV4-39 3 3 2.8 ns 3/3
IGHV4-59 2 0 2 0.9 ns 1/1
IGHV4-61 3 0 1.4 ns 21
Total IGHV4 30 11 41 19 0.022 23/18
IGHV5-05 0 1 1 0.5 ns 1/0
IGHV5-51 1 6 7 312 0.046 7/0
Total IGHV5 1 7 8 3.7 0.023 8/0,P = 0.05
IGHV7-04 0 2 2 0.9 ns 0/2
Total IGHV7 0 2 2 0.9 ns 0/2

initial white blood cell count (WBC) (median 31.5 x 10°/L
versus 21.2 x 10°/L; P = 0.038) and higher levels of LDH
(P = 0.003), belonged to advanced Binet stages (P = 0.001),
progressed more frequently (P < 0.0001), and had a shorter
leukocyte duplication time (P = 0.001). Diffuse pattern of
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bone marrow infiltration and secondary tumors (P = 0.047)
were also more often observed in this subgroup of patients.
The estimated median OS of the group with 98% or
greater IGHV homology was 215 months, while the estimated
median OS time of the subgroup with IGHV homology
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1.0 4 TaBLE 2: Relationship between genomic aberrations, CD38, and
mutation status.
0.8 .
FISH Mutation status
> M-CLL U-CLL P
E 0.6+ M-CLL (215 months)
B . Present 4 17 0.0001
< -t + 11q deletion
S 04 Absent 121 82
2o
U-CLL (177 months) 184 déletioa Present 61 20 0.0001
0.2 Absent 64 79
B 01027 Updeletion  Present 0 10 0.0001
0.0 4 Absent 126 88
T T T T
0.0 100.0 200.0 300.0 12q trisomy Present 10 22 0.0003
Overall survival (months) Absent 15 77
@ D38 Present 20 36 0.0001
Absent 46 19
LE 4 *Performed in 121 patients.
08 1 P < 0.0001
B
= 061 M-CLL (227 months) six out of seven showed cytogenetic aberrations including 11q
,‘é‘ T deletion (2 cases), trisomy 12 (2 cases), and 14q32 transloca-
& Gy tion (1 case).
02 OS was significantly worse in patients expressing IGHV1-
U-CLL (29 months) 69 (P = 0.021) and IGHV3-11 (P = 0.025). Significantly
0.0 differences in prognosis could not be found in other IGHV

T T T T T T
0.00 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0
Time to first treatment (months)
(b

FIGURE 2: Kaplan-Meier survival curve comparing OS and TTFT
between patients with M-CLL (125 cases) and U-CLL (99 cases).
(a) Median OS for U-CLL: 117 months; median OS for M-CLL 215
months. The difference is significant at the P = 0.027 level (log-rank
test). (b) Median TTFT for U-CLL: 29 months; median TTFT for
M-CLL: 227 months. The difference is significant at the P = 0.0001
level (log-rank test).

less than 98% was 117 months (P = 0.027) (Figure 2(a)).
Comparison of TTFT between M-CLL and U-CLL revealed a
significantly higher TTFT in M-CLL versus U-CLL (227 and
29 months, resp., P < 0.0001) (Figure 2(b)).

Regarding subfamily usage, it is noteworthy that patients
with IGHV1-69 had a higher probability to be treated (P =
0.002) and developed more frequently secondary neoplasms
(P = 0.005). By contrast, patients with IGHV3-07 were
associated with a lower WBC count (P = 0.001), male sex
(P = 0.03), and nonprogressive disease (P = 0.043). IGHV3-
30 usage was associated with normal levels of LDH (P =
0.005). Patients expressing IGHV3-11 subfamily had poor or
intermediate prognosis cytogenetic alterations in all cases but
one including 17p deletion in two patients, 11q deletion in one
patient, and trisomy 12 in two other patients.

We failed to correlate the use of IGHV3-21 region with
any feature, probably due to the low representation of this
subfamily.

Finally, it is remarkable that all patients who expressed
IGHV5-51 were males (P = 0.048), presented more fre-
quently with positive direct antiglobulin test (P = 0.028), and

subgroups, including IGHV5-51 (P = 0.057). Regarding
patients using IGHV4 family, they had a significantly higher
TTFT (P = 0.001), with no cases of Richter syndrome
in patients with IGHV4-39. Only 29/103 patients expressing
IGHV3 received treatment (P = 0.016); albeit patients from
subfamily IGHV3-21 showed a tendency to be treated earlier.
On the other hand, 6/7 cases from family IGHV5 required
treatment during followup (P = 0.001).

3.4. Genomic Aberrations, CD38, and Mutation Status.
Patients with 13q deletion belonged significantly more fre-
quently to the mutated group (P = 0.005). By contrast,
high-risk aberrations such as 11q and 17p deletions were
significantly associated with the unmutated group (P = 0.003
and P = 0.007, resp.). Patients with 12q trisomy were also
associated with the unmutated group (P = 0.003). No
relationship between patients without genomic aberrations
and mutation status was observed (Table 2).

Data for the expression of CD38 was available for 121
patients. Fifty-six patients were CD38 positive and 65 were
negative at a cutoff level for CD38 of 30%. A significant
different expression of CD38 between patients with M-CLL
(20) and those with U-CLL (36) was observed (P = 0.0001)
(Table 2).

4. Discussion

In patients with CLL, the presence of a correlation between
unmutated IGHV status and poor survival has been well
established in several studies [7-9]. This has led to extensive
investigations on the mutational status and IGHV gene usage
in different populations of patients diagnosed with CLL over
the last few years. Results from these studies suggest that
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the presence of ethnic variations and geographic background
may affect IGHV gene usage, in CLL [21-25].

The aim of our study was to investigate the frequency and
mutation status of IGHV in a cohort of 224 patients from
northwest and central region of Spain and to correlate it with
cytogenetic abnormalities, CD38 expression, OS, and TTFT.

We found 56% cases of M-CLL and 44% of U-CLL
when we established homology cutoff value on 98%. These
findings are consistent with previous publications in Western
countries [9, 12, 24]. Our data also confirmed that patients
with unmutated IGHV genes had a distinctly more malignant
disease and much shorter OS and TTFT than those with
somatic mutations.

IGHV gene usage family distribution was also compa-
rable to those observed in Western countries [26], which
showed a higher representation of the IGHV3 family followed
by IGHV1 and IGHV4 (48.4%, 24.9%, and 18.6%, resp.).

With regard to the IGHV3 family, IGHV3-30 was the
most frequently used segment followed by IGHV3-23. By
contrast, IGHV3-7 was present in a relatively low frequency
(4%) and was seen preferentially in M-CLL (8/9). Similar
observations have been reported previously in Mediterranean
countries and Serbian patients [12, 24, 27].

IGHV3-21 has been reported to be overrepresented in
Scandinavian patients with a lower frequency in Southern
European countries and has been associated with poor
prognosis independent of mutational status [27, 28]. We only
found 3.2% of the cases with this gene usage and 6 out of
7 belonged to the subgroup of M-CLL. Anyway, probably
due to the underrepresentation of this gene, we could not
see a worse clinical outcome in these patients, although a
trend to a shorter TTFT was observed (P = 0.07). Studies
from Asia [21, 22], South America [23], and Europe [12, 26]
showed a low representation of IGHV3-11 subfamily, with a
similar proportion of M-CLL and U-CLL in this subgroup.
However, the Ukrainian group showed that its presence was
associated with an increased risk of developing autoimmune
hemolytic anemia [25]. Interestingly, in our cohort, IGHV3-11
gene was significantly overused in the unmutated group and
was associated with a lower OS (P = 0.025), but we failed to
find a relationship with the risk of developing autoimmune
hemolytic anemia. Further study of larger series needs to be
performed to validate this data.

IGHVI-69 is the most frequently used gene in IGHV1
gene family of Western populations, exhibiting in most of
the cases a germ line profile [29] and, consequently, a more
aggressive disease. The higher usage of IGHV1-69 has been
reported in Ukrainian [25] and Mediterranean [12] CLL
patients. In accordance with these observations, IGHV1-69
was also the most frequently used segment of IGHV1 family
in our studied population and the second most commonly
detected in the global series (21 cases, 9.4%). We could also
confirm the association of IGHV1-69 with U-CLL cases, as 18
of our 21 cases had the unmutated profile (P < 0.0001), with
a significant worse OS (P = 0.021).

IGHV4 family has been reported to be overused in
the mutated subgroup of CLL [26]. In keeping with these
findings, we confirmed the significantly preferential use of
IGHV4 family in M-CLL (P = 0.02) and the consequently
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better outcome of this subgroup with a longer TTFT (P =
0.001). IGHV4-34 had previously been reported to be among
the most frequently used genes in CLL rearrangements [12].
In our cohort, IGHV4-34 was used in 8.3% of the patients,
similar to previously described in Mediterranean patients
[30].

Regarding the remaining genes, we found a low rep-
resentation of IGHV5, IGHV2, and IGHV7 gene families
and lack of expression of IGHV®, as also described in other
studies, regardless of their ethnic origin [23]. However, it is
remarkable that, within the IGHV5 family, IGHV5-51 was
used in 8 patients (3.2%); all of them were male and presented
with a shorter TTFT (P = 0.01). We could not confirm that
these patients had a worse prognosis, probably due to its low
representation. Further series including more patients with
this subfamily should be studied in the future to clarify these
findings. The Serbian cohort [24] and the Mediterranean
cohort [12] are the ones with more representation of this
subfamily and showed only 2% of this usage. Contrary to
our findings, they did not find differences in prognosis and
mutation status in this subgroup, probably due to the low
representation of this usage. Nevertheless, further studies of
larger series need to be performed.

Del(13q), del(11q), +12, del(17p), and IGH rearrangement
have been proved to be the most common and prognosti-
cally relevant chromosomal changes in CLL. As previously
reported [9], we confirmed that del(13q) was the most
prevalent genetic abnormality and was found more often in
patients with M-CLL, confirming its more favorable clinical
outcome. Our data also showed an association between high-
risk aberrations del(11q), +12, and del(17p) and U-CLL, which
is consistent with their poor clinical outcome [31].

CD38 has also been reported as an independent predictor
of prognosis for CLL, and its high expression has been cor-
related to unfavorable outcomes. It is controversial whether
high levels of CD38 expression may be used as a surrogate
marker of mutation status [22]. However, in our study we
found an association of CD38 and U-CLL.

5. Conclusions

Our data confirm that IGHV mutation status is one of the
most significant molecular predictors for CLL prognosis. The
identification of IGHV gene segments can provide additional
information regarding clinical course of CLL. The use of
IGHV3-21 had a low incidence in our series. IGHV3-11
identified a group of patients with poor prognosis. IGHV5-51
revealed a group of patients with a trend to a worse outcome.
In addition, OS and TTFT were significantly related to IGHV
mutation status. Further studies of larger series, preferably in
the context of prospective clinical trials, need to be performed
to validate our data.
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Abstract

The prognosis of chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients displaying trisomy 12 (+12)
remains unclear. In this study, we analyzed the influence of the proportion of cells with
+12, and other clinical and biologic factors, in time to first therapy (TTFT) and overall sur-
vival (OS), in 289 patients diagnosed with CLL carrying +12. Median OS was 129 months.
One hundred seventy-four patients (60.2%) presented +12 in <60% of cells. TTFT and OS
for this subgroup were longer than for the subgroup with +12 in >60% of cells, with a median
TTFET of 49 months (CI95%, 39-58) vs 30 months (CI95%, 22-38) (P =0.001); and a median
OS of 159 months (CI95 %, 119-182), vs 96 months (CI195%, 58-134) (P =0.015). Other fac-
tors associated with a shorter TTFT were: Binet stage, B symptoms, lymphadenopathy,
splenomegaly, high lymphocyte count, 11q-, high f,microglobulin, and high LDH. In the mul-
tivariate analysis, clinical stage, +12 in >60% of cells, high lymphocyte count, B symptoms,
and 11q- in addition, resulted of significance in predicting shorter TTFT. Significant variables
for OS were: Binet stage, lymphadenopathy, splenomegaly, high LDH, high ,microglobulin,
11q-, and CD38. In the multivariate analysis, only Binet stage, 11q-, and high f2microglobu-
lin significantly predicted shorter OS. CLL with +12 entails a heterogeneous group with
intermediate prognosis. However, a high proportion of cells carrying +12 separates a
subgroup of patients with poor outcome. Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia; +12; prognosis

Introduction

identified in approximately 80% of CLL patients by fluo-
rescent in situ hybridization (FISH), and they constitute

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a heterogeneous
disease, with survival times ranging from months to
decades [1-3]. Clonal genomic aberrations can be

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

one of the most important predictors of disease progression
and survival. The most common recurrent chromosomal
abnormalities include: 13q deletion (13qg-); 11q deletion
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(11g-); trisomy 12 (+12); and 17p deletion (17p-), defining
five prognostic categories with survival times ranging from
32 months in patients with 17p- to 133 months in patients
with 13g- as the sole abnormality [4]. Recently, a new
prognostic scoring system which separates CLL patients
into four prognostic risk groups has been published:
high-risk, harboring 7P53 and/or BIRC3 abnormalities
(10-year OS: 29%); intermediate-risk, harboring NOTCH1
and/or SF3B1 mutations and/or del(11q22-q23) (10-year
OS: 37%); low-risk, harboring trisomy 12 or a normal ge-
netics (10-year OS: 57%); and very low-risk, harboring del
(13q) only, whose 10-year OS (69.3%) did not signifi-
cantly differ from a matched general population [5].

Trisomy 12 is the third most frequent cytogenetic aber-
ration in CLL, occurring in up to 15-20%. It often appears
as the unique cytogenetic alteration (40-70% of cases with
+12), although it can be associated with other chromo-
somal aberration [6].

The critical genes involved in this aberration remain un-
known [7], and it has been associated with an atypical mor-
phology or immunophenotype [8]. CLL patients with this
aberration have been classically considered to have an in-
termediate prognosis [4], although evidence from prospec-
tive trials suggests that overall survival is favorable despite
progression-free survival may be shorter [7,9].

CLL patients with +12 rarely show TP53 mutations
and rarely acquire these over time, finding that may
partly explain the benign course after treatment [5,10].
However, the presence of NOTCH-1 mutations can be
identified in 30-40% of patients carrying +12, and it
confers a worse disease outcome in this subset of
patients [11-14].

Several studies demonstrated that the presence of a spe-
cific cytogenetic abnormality is not sufficient to identify
homogeneous subgroups of patients. Thus, a high propor-
tion of cells carrying 13q14-, or large deletions including
RB1 gene are associated with a worse outcome [15-18].
Similar results have been observed regarding 11q-, with a
negative prognostic impact when 11qg- involves the major-
ity of CLL clone [19], and regarding 17p-, with a worse
clinical outcome when a higher percentage of deleted cells
is present [20]. Therefore, a multicenter analysis including
289 patients diagnosed with CLL harboring +12 was car-
ried out. We described and compared the clinical and bio-
logical characteristics of these patients and found that a
high number of +12 lymphocytes has a bad impact in the
clinical outcome.

Patients and methods

Patients

An electronic database containing information from 2561
patients diagnosed with CLL from 25 Spanish institutions

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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was retrospectively screened. The diagnosis was based ac-
cording to the World Health Organization Classification
of Tumors [21] and International Workshop on CLL
guidelines [22]. All (289) cases carrying +12 detected
in the routine FISH analysis were selected. Clinical in-
formation recorded at diagnosis included age, Binet
stage, and physical examination. Analytical parameters
included absolute white blood cell and lymphocyte
counts, serum lactate dehydrogenase (LDH), and serum
beta2-microglobulin (B2M) concentrations. Prognostic
factors such as CD38, ZAP70 expression, and muta-
tional status of immunoglobulin heavy chain (IGHV)
were collected when available. The study was approved
by the local ethics committee, and all individuals pro-
vided their informed consent.

FISH analysis

Interphase FISH was performed on peripheral blood
samples at the time of diagnosis using commercially avail-
able probes for the following regions: 11q22/ATM,
12q13, 13ql4, and 17pl13/TP53 (Vysis/Abbott Co,
Downers Grove, IL, USA). Methods for FISH analysis
are described elsewhere [23]. Dual color FISH using
differently labeled control probes was performed, and
signal screening was carried out on at least 200 cells
with well delineated signals. Hybridization was repeated
in those slides with less than 80% cells showing two
control-probe signals. The sensitivity limit for the
detection of +12 and deletions were >5%, and >10%
interphase cells with three signals and one signal,
respectively.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS 21.0
software package (SPSS, Chicago, IL, USA). The cut-
off point for percentage of +12 was selected by dividing
the variable into deciles and selecting the most efficient
cut-point. The Fischer’s exact test and the Chi-squared
test were used to determine the relationship between
categorical variables. Quantitative variables were com-
pared by using the Student ¢ test and the Mann—
Whitney U test.

OS was calculated from the time of diagnosis to
death or last follow-up visit. TTFT was calculated as
the interval between diagnosis and the start of first line
treatment. OS and TTFT were estimated by the Kaplan—
Meier method and assessed by the log-rank test. Univar-
iate and multivariate analyses were performed using
Cox regression method. Statistical significance was de-
fined as P <0.05.

Hematol Oncol 2015
DOI: 10.1002/hon



Worse prognosis in CLL patients with a high number +12 cells

Results

Patient characteristics

FISH detected +12 in 355 patients (13.9%) of the 2561
patients initially included in the study. The final analysis
was limited to 289 cases, after excluding monoclonal
B-cell lymphocytosis, cases that acquired +12 as clonal
evolution, or with inadequate follow-up. Median age was
68years old (range, 22-88years). A hundred and
seventy-eight patients were male (61.6%). At the time of
diagnosis, most cases were classified as stage A (68.9%),
while only 5.2% were in stage C according to Binet classi-
fication [3]. Median white blood cell (WBC) count was
19x10%/L, and only 16.3% of patients presented with
>30x 10°/L lymphocytes. Splenomegaly, hepatomegaly,
and lymph node involvement were present in 15.5%,
5.7%, and 54.1%, respectively. Regarding /IGHV mutation
status, 53.8% of the patients were classified as unmutated.
CD38 and ZAP-70 were positive in 37.4%, and 55.8% of
the patients, respectively. Multiple genetic abnormalities
detected by FISH were present in 56 cases including:
11g- (3.9%), 13q- (17%), and 17p- (6.1%). Of the patients,
78.2% were alive at the time of analysis, and median
follow-up was 41 months (range 1-197 months).

The impact of proportion of cells with +12 on progno-
sis was assessed by dividing cases into different cutoff
values, and we found 60% as the best predictive cut-off
value to divide patients with different clinical outcomes.
A total of 174 patients (60.2%) presented the +12 in
<60% of cells; whereas the remaining 115 patients
(39.8%) carried +12 in >60% of cells. Cases with a higher
(>60%) proportion of cells with +12, presented with a
higher WBC (P=0.001), lymphocyte count (P=0.006),
LDH (P=0.03), size of spleen (P=0.001), and more
advanced Binet stage (P =0.04) (Table 1).

Time to first therapy

In our cohort of 289 patients, 175 (60.6%) were treated
during follow-up, and median TTFT was 42 months
(CI95%, 34-49 months). Of the patients in the group with
lower proportion of +12, 51.2% required treatment, com-
pared with 75.7% of patients in the group with >60% of
cells showing +12 (P < 0.001).

As shown in Figure 1, we found that median TTFT was
49 months (CI95%, 39-58 months) in cases with +12 in
<60% of cells compared with 30months (CI95%,
22-38 months) in cases with >60% (P =0.001). Other sig-
nificant prognostic variables for TTFT in the univariate
analysis were (Figure 1B—H): Binet stage (P < 0.0001), B
symptoms (P <0.0001), lymphadenopathy (P <0.0001),
splenomegaly (P <0.0001), high lymphocyte count
(P<0.0001), high B2M (P=0.02), and high LDH

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

(P=0.01) (Table 2). In the multivariate analysis, a shorter
TTFT was predicted by Binet stage (P=0.002), >60% of
cells with +12 (P=0.013), high Iymphocyte count
(P=0.04), B symptoms (P=0.009), and 11g- in addition
to +12 (P=0.002) (Table 3).

Overall survival

At the time of analysis, 69 patients (21.8%) had died.
Median OS was 129 months (CI95%, 100-158 months).
A total of 16.7% of patients in the group with lower pro-
portion of +12 died compared with 29.6% of patients in
the group with >60% of cells showing +12 (P=0.009)
(Table 1).

Regarding OS based on the percentage of cells with +12,
cases with less than 60% of cells with +12 had a signifi-
cantly longer OS,159 months (CI95%, 119-182 months)
compared to patients with a higher proportion of cells car-
rying +12, 96 months (CI95%, 58—134 months) (P =0.015)
(Figure 2A). Other variables that also showed a significant
impact in OS in the univariate analysis were (Figure 2B—
G): advanced Binet stage (P < 0.0001), lymphadenopathy
(P=0.001), splenomegaly (P=0.001), high LDH (P=0.009),
high (P <0.0001), and CD38 (P=0.04) (Table 4). In
the multivariate analysis, only Binet stage (P=0.04),
11g- in addition to +12 (P=0.01), and high B2M
(P=0.03) resulted significant in predicting a shorter OS
(Table 5).

Sole +12 compared with additional cytogenetic
abnormalities

In our group of 289 patients harboring +12, 56 cases (19%)
presented additional cytogenetic abnormalities distributed
as detailed as follows: 13q- (n=34); 17p- (n=11); 11g-
(n=5); 11g- and 13q- (n=3); 17p- and 13g- (n=2); and
17p- and 11g- (n=1); (Supporting information Table S1).
Distribution between the different cytogenetic subgroups
and the percentage of cells with +12 was similar, as shown
in Table 1.

TTFT was shorter in the group of cases with +12 and
11g- compared with cases with +12 as a unique aberration
(23 months [CI95%, 9-37] vs 44 months [CI95%, 36-52]
[P =0.02]) (Supporting information Figure S1A). A shorter
OS was observed when simultaneous +12 and 11q- were
present (44 months [CI95%, 26-62] vs 159 months
[CI95%, 92-226] [P=0.02]) (Supporting information
Figure S1B).

We could not find any difference in TTFT or OS when
+12 was accompanied by 17p- or 13q-. It is remarkable
that most of the patients with 11g- (7/9) presented it
in>than 25% of 11q deleted nuclei.
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Table I. Clinical and biological characteristics of the whole series of 289 patients with +12 at diagnosis, according to the percentage of

cells with +12 detected by FISH: <60% or >60%

Characteristic +12<60% n=174 +12>60% n=115 P value Global series %
Age, years; median (range) 69 (34-88) 68 (25-87) 0.56 68 (25-88)
Sex

Male 104 74 045 178 61.6

Female 70 41 I 384
White blood cells (n=281), (range) x 10°/L 162 (45-294.2) 238 (5.9-276.0) 0.001 19.0 (45-294.2)
Lymphocytes (n=279)

<30 % 10°/L 149 86 0.006 232 832

>30 % 107/ 20 27 47 168
LDH (n=276)

Normal I14 59 0.03 173 627

High 54 49 103 373
fomicroglobulin (n=246)

Normal 10 65 0.08 175 711

High 36 35 71 289
Binet stage (n=280)

A 128 71 0.04 199 711

B 34 32 66 236

& 6 9 I5 54
Lymphadenopathy (n = 244)

No 70 42 0.34 112 459

<2 areas 31 22 53 21.7

>2 areas 42 37 79 324
Splenomegaly (n=279)

Yes 15 28 0.001 43 155

No 152 84 236 84.5
Hepatomegaly (n=278)

Yes 7 9 0.38 262 5:7

No 160 102 16 94.3
IGHY mutation status (n = 80)

Mutated 22 19 0.74 37 46.3

Unmutated 24 15 43 53.8
CD38 (n=190)

Positive 43 28 099 71 374

Negative 71 48 119 62.6
ZAP-70 (n=95)

Positive 32 21 091 53 55.8

Negative 24 18 42 442
Therapy during follow-up (n=287)

Yes 88 87 <0.001 175 6l

No 84 28 12 39
Died during follow-up

Yes 29 34 0.009 63 218

No 145 8l 226 782
Other FISH abnormadlities

I1g- (n=225) 7 2 02 9 32

I3g- (n=225) 22 17 0.5 39 17

[7p- (n=224) 10 4 03 14 6.1
Discussion reasons, we performed a multicentric analysis of patients

Cytogenetic abnormalities confer an important prognostic
value in CLL [3]. However, recent studies have demon-
strated that cytogenetic groups might be heterogeneous,
and that the percentage of cells that display a specific ab-
normality could be related to the prognosis of these
subgroups [15,19,20]. These observations have not been
confirmed before in patients carrying +12. For these

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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diagnosed with CLL and +12 focusing on the prognostic
value that the percentage of cells with this abnormality
may imply. We observed that patients with +12 constitute
a heterogeneous group with intermediate prognosis, with
a poor outcome in the subgroup of patients with a higher
proportion of cells carrying +12.

Trisomy 12 was present in 13.5% of the patients, being
the median OS of 129 months, and median TTFT of
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Figure |. a) Kaplan—Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with +12 and percentage of +12(< vs >60%)
(A); (P<0.005; log-rank test). b) Kaplan—Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with +[2 and Binet
stage (B) (P <0.005; log-rank test). c) Kaplan—Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with +12 and B
symptoms (P < 0.005; log-rank test). d) Kaplan—Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with +12 and
lymphadenopathy (D) (P < 0.005; log-rank test). ) Kaplan—Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with +12
and splenomegaly (E) (P < 0.005; log-rank test). f) Kaplan—Meier curves for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with +12
and lymphocyte count (F) (P < 0.005; log-rank test). g) Kaplan—Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with
+12 and LDH (G) (P < 0.005; log-rank test). h) Kaplan—Meier curve for time to first therapy (TTFT) in 289 patients with +12
and B,microglobulin (B2M) (H) (P < 0.005; log-rank test)
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Table 2. Univariate Cox regression analysis of time to first therapy (TTFT)

Variable Median TTFT (months) 95%ClI P value

Percentage of cells with +12 <60% 49 40-58 0.001
>60% 30 22-38

Sex Male 33 2442 0.2
Female 46 39-53

Lymphocytes <30 x 10°/L 46 36-56 <0.0001
>30% 10°/L 20 15-25

B symptoms Absent 45 32-55 <0.0001
Present 7 0-18

Lactate dehydrogenase Normal 52 3668 0.001
High 31 1843

B2microglobulin Normal 48 36-60 0.002
High 30 25-35

Binet stage Early 53 44-63 <0.0001
Advanced 21 14-28

Lymphadenopathy No 56 4171 <0.0001
<2 areas 43 25-60
>2 areas 22 16-27

Splenomegaly Absent 45 37-53 <0.0001
Present 22 18-27

Hepatomegaly Yes 40 3149 0.7
No 37 24-50

IGHV mutation status Yes 52 17-87 0.07
No 31 23-38

CD38 Negative 48 40-56 0.1
Positive 30 18-42

ZAP-70 Negative 42 16-68 04
Positive 37 23-51

13g- Present 49 38-59 0.2
Absent 37 26-47

I'lg- Present 23 9-37 0.002
Absent 44 36-52

| 7p- Present 42 20-64 03
Absent 44 35-53

95% Cl, 95% confidence interval.

Table 3. Multivariate Cox regression of time to first therapy
(TTFT)

Variable Hazard ratio 95%CI P value
+12>60% of cells 1.739 [.126-2.687 0013
Lymphocytes >30 x 10%/L 1.801 1.025-3.162  0.04l
B symptoms 3038 1.315-7018  0.009
High B,microglobulin 1426 0857-2374  0.17
Advanced Binet stage 2.120 [311-3429  0.002
High LDH 1.065 0.684-1.660  0.78
Splenomegaly 0489 0201-1.188 0.1
I'lg- 4327 1.737-10.782  0.002

95% Cl, 95% confidence interval

42 months. These findings are consistent with previous
publications that estimate frequency of +12 around 15—
20%, with a median OS of 111 months, and a median
TTFT of 32 months [4]. The other clinical characteristics
of the present series, such as the median age (68 years),
with a male predominance; the predominance of low

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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lymphocyte count (83%), low P,microglobulin levels
(71%), early Binet stages (71%), low levels of CD38
(63%), and absence of significant organomegaly, are also
in accordance to previous studies [4,7].

The percentage of cells displaying +12 identified 2
subgroups of patients with different prognosis. Interest-
ingly, patients with a higher proportion of +12 cells
presented with higher WBC and lymphocyte count; higher
levels of LDH and B,microglobulin; more advanced Binet
stages; and splenomegaly. More patients with a high
proportion of cells with +12 needed treatment or died
during follow-up.

Of note, the group of patients with +12 in <60% of their
cells, showed a significantly longer TTFT and OS. More-
over, in the multivariate analysis, the independent effect
of this covariate remained on TTFT.

To better define prognostic features among all the group
of patients with +12, several factors predicting a shorter
TTFT were identified. Thus, advanced Binet clinical
stage, B symptoms, lymphadenopathy, splenomegaly, high

Hematol Oncol 2015
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Figure 2. a) Kaplan—Meier curve for overall survival (OS) in 289 patients with +12 and percentage of +12 (< vs >60%) (A) (P < 0.005;
log-rank test). b) Kaplan—Meier curve for overall survival (OS) in 289 patients with +12 and Binet stage (B); (P < 0.005; log-rank test). c)
Kaplan—Meier curve for overall survival (OS) in 289 patients with +12 and lymphadenopathy (C); (P < 0.005; log-rank test). d) Kaplan—
Meier curve for overall survival (OS) in 289 patients with +12 and LDH (D); (P < 0.005; log-rank test). e) Kaplan—Meier curve for over-
all survival (OS) in 289 patients with +12 and f;microglobulin (B2M) (E) (P < 0.005; log-rank test). f) Kaplan—Meier curve for overall
survival (OS) in 289 patients with +12 and CD38 (F) (P < 0.005; log-rank test)

Iymphocyte count, and high LDH were associated with
shorter TTFT. It is remarkable that the presence of >60%
of cells with +12, advanced Binet stage, high lymphocyte
count, and B symptoms remained significantly associated
with a worse TTFT in the multivariate analysis. These

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

results are similar to the published studies in the overall
setting of CLL cases [4,8,13].

We also found that similar factors were associated with
a shorter OS, including advanced Binet stage, lymphade-
nopathy, splenomegaly, high LDH, high B,microglobulin,
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Table 4. Univariate Cox regression analysis of overall survival (OS)

Variable Median OS (months) 95%ClI P value

Percentage of <60% 159 100148 0015

cells with +12 >60% 96 58-134

Sex Male 129 82-176 09
Female 129 Not reached

Lymphocytes <30 x 10°/L 129 102156 0.05
>30 % 107/L 96 55-137

B symptoms Absent 129 [18-140 0.3
Present Not reached Not reached

Lactate Normal 197 Not reached 0.009

dehydrogenase High 81 60-101

B2microglobulin Normal 159 ['11-207 <0.0001
High 76 45-107

Binet stage Early 159 131-187 <0.0001
Advanced 79 48-109

Lymphadenopathy No 159 123195 0.001
>2 areas 79 51-106

Splenomegaly Absent 129 102155 0.001
Present 121 Not reached

Hepatomegaly Yes 129 [01-157 0.2
No Not reached Not reached

IGHV mutation Yes 159 Not reached 0.6

status No Not reached Not reached

CD38 Negative 159 104214 0.04
Positive 129 7718l

I3g- Present 129 230-227 0.4
Absent 159 80237

I'lg- Present 44 2661 0.018
Absent 159 92-226

|7p- Present 81 I.1-160 04
Absent 159 91-226

95% Cl, 95% confidence interval

Table 5. Multivariate Cox regression of overall survival (OS)

Variable Hazard ratio 95%Cl P value
+12>60% of cells [.631 0.834-3.188 0.15
High B,microglobulin 2259 1.070-4.770 0.03
Advanced Binet stage 1717 1.023-2.881 0.04
High LDH 1451 0.685-3.074 033
I'1g- 5.097 1.420-18.289 0.01

95% Cl, 95% confidence interval

and expression of CD38. However, only advance Binet
stage and high B,microglobulin remained independently
significant in predicting OS.

As speculated with other cytogenetic abnormalities, it
may be possible that the greatest number of losses in
13q 11q, or 17p deletions or a high percentage of cells
with +12, translates genetic instability that makes the
outcome of these patients worse. In our series we found
that 60% of cells with +12 was the better cut-off with
clinical significance, after trying different thresholds.
However, further studies preferably in a prospective
context need to be performed to validate this limit.

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.
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We could not find predictive value regarding other
important prognostic factors such as /GHV mutation status,
and expression of ZAP-70. Nevertheless, data were col-
lected retrospectively, and these factors were not analyzed
in the whole series of patients.

Coexistence of other cytogenetic abnormalities in addi-
tion to +12 was rare in our cohort, and it is consistent with
previous publications [6,7,10]. Only 19% of patients
presented other cytogenetic abnormalities, being 13q- the
most frequent followed by 17p- and 11q-. We analyzed
TTFT and OS in the different cytogenetic abnormalities,
and we found a significantly shorter TTFT and OS in the
group of patients with 11qg-. This covariate preserved its
effect in the multivariate analysis. We failed to observe
these findings in the subgroup of patients with 17p-.
Moreover, only a tendency to a longer OS in patients with
13q- was observed. It is noteworthy that even though 11g-
was only present in 9 patients, nearly all of them presented
it in>than 25% of 11q deleted nuclei, which has previ-
ously been associated with a worse outcome [8]. However,
larger studies with more patients are needed to ascertain
these findings, and address the relationship between +12
and other cytogenetic abnormalities.

Hematol Oncol 2015
DOI: 10.1002/hon



Worse prognosis in CLL patients with a high number +12 cells

To summarize, our findings suggest that the percentage
of cells carrying +12 influences the outcome of these
patients. We demonstrated that a high proportion of cells
with +12 detected by FISH is associated with a short OS
and TTFT. Our results suggest the need to consider the
percentage of cells with +12 as an important prognostic
factor, in future prognosis scales.
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ABSTRACT

We analyzed the features of chronic lymphocytic leukemia (CLL) with multiple abnormalities
(MA) detected by FISH. A local database including 2095 CLL cases was used and 323 with MA
(15.4%) were selected. MA was defined by the presence of two or more alterations (deletions of
13914 (139-), 11922 (11g-), 17p13 (17p-) or trisomy 12 (+12)). The combination of 13g- with
11g- and 13g- with 17p-, accounted for 58.2% of the series, in contrast to 11g- with 17p- (3.7%).
Patients carrying MA since diagnosis presented a short time to first therapy(TTFT) (27 months)
and overall survival (OS) (76 months). The combinations including 17p- had a shorter OS (58
months) than the ones without 17p- (not reached, p =.002). Patients with a complex-FISH were
the ones with worse OS (34 months). MA imply poor prognosis when they emerge at diagnosis,
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probably due to the high incidence of bad prognosis markers, which may be a reflection of a

more complex karyotype.

Introduction

Fluorescence in-situ hybridization (FISH) is now consid-
ered as one of the most important prognostic marker
for chronic lymphocytic leukemia (CLL) patients, along
with Rai and Binet staging systems [1,2] and the muta-
tional status of immunoglobulin heavy chain variable
(IGHV) genes [3]. The generalized use of FISH is not
only due to its ability to detect genetic abnormalities
in around 80% of the cases, but also for its capacity to
classify patients according to their prognosis. German
pioneering study outlined the hierarchy of genetic
changes detected by FISH that predicts disease

progression and survival in CLL, being patients with 13q
deletion (13qg-) as a sole abnormality those with a better
outcome, followed by patients with normal karyotype,
trisomy 12 (+12), 11q deletion (11g-), and 17p deletion
(17p-) [4]. These findings have been validated subse-
quently in several studies, along with the increase in the
risk associated with each abnormality when it is detected
in high percentages of nuclei by FISH [5-8], including a
recent report with a large cohort of 1048 cases [9]. In add-
ition, patients with 17p- and/or TP53 mutations, entail
the unique subgroup of patients that require a different
frontline treatment approach [10].
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A great effort has been done to decipher genomic
complexity of CLL by using new generation techniques
with the result of a detailed view of the mutational
landscape of CLL and its vast heterogeneity [11,12-14].
In this line, genetic alterations such as 13g- and tri-
somy 12 have been considered early genetic events
providing clonal advantage to CLL cells, whereas TP53
aberrations could be mainly accounted as later events
[15]. However, some questions remain unsolved con-
cerning more traditional techniques such as FISH.
Thus, classic deletions and trisomy 12 may also occur
in combination with each other in 15-20% of the
cases. However, scarce information with inconclusive
results is available [4,16-18]. In fact, while Dohner’s
prognostic hierarchy separated cases with 13g- as a
sole abnormality, the remaining categories could
include cases with multiple abnormalities (MA) [4].
Moreover, complex karyotypes (CK) defined as the
presence of three or more abnormalities detected by
cytogenetic studies, have been reported in around
10% of the CLLs and have been associated with a dis-
mal clinical outcome, indicating the importance in
assessing the presence of genetic complexity [19-25].

Therefore, we conducted a retrospective study of
cases with two or more abnormalities detected by
FISH from a multicenter database containing data
from 2095 patients. We selected 290 cases with more
than one alteration, in order to address the following
questions: 1. Which are the frequency, clinical features
and outcome of patients with CLL entailing MA glo-
bally and for each particular combination? 2. Which
could be the predominant clones in CLL patients with
double alterations and therefore could be considered
as driver genetic alterations?

Methods
Patients

A total of 2095 CLL patients with a complete FISH
panel were selected from the electronic database of
the Spanish Groups of Cytogenetics (GCECGH) and CLL
(GELLC). This database contains clinical and genetic
information from 25 different Spanish institutions. FISH
abnormalities taken into account were 13g-, 11qg-, 17p-
and +12. We focused on the 323 patients with two or
more cytogenetic abnormalities detected by FISH, but
the study was limited to the 290 patients with com-
plete follow-up data. For the analysis we separated
cases showing MA at diagnosis from those who
acquired MA during disease evolution. The control
group used for survival analysis included the 1501
patients from the same database without MA,
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complete follow-up data and FISH studies performed
within the first four years after diagnosis. This study
was performed in accordance with national and inter-
national guidelines (Professional Code of Conduct,
Declaration of Helsinki) and approved by the local eth-
ics committees. All cases met the diagnostic criteria for
CLL according to the International Workshop on CLL
(IWCLL) [26]. Clinical and analytical parameters
recorded at the moment of diagnosis included: date of
diagnosis, age, gender, physical examination, Binet
and Rai stage, absolute blood white cell count, abso-
lute lymphocyte count, serum beta-2 microglobulin
(B2M) and serum lactate dehydrogenase (LDH) levels.
Lymphadenopathy was defined by the presence of at
least three enlarged lymph node sites. Prognostic
markers such as CD38 and ZAP70 expression and IGHV
somatic mutation status were recorded when available.
Other data collected from the database were treat-
ment, status and last follow up.

FISH analyses

Interphase FISH studies were performed at the time of
routine clinical practice either in peripheral blood and/
or bone marrow samples using commercially available
probes for the following regions: 13q14, 12q13, 11922/
ATM and 17p13/P53 (Vysis/Abbott Co, Downers Grove,
IL, USA). All centers used standardized FISH panels as
described before [25]. Signal screening was carried out
in at least 200 cells with well-delineated fluorescent
spots. The sensitivity limit for the detection of +12 and
deletions were >5 and >10% interphase cells with
three signals and one signal, respectively, according to
the cutoff of our laboratories. A complex-FISH result
was considered when three or more abnormalities
were observed. Moreover, mosaicism, meaning the
presence of two different clones in the same patient,
was assessed by the percentage of cells with each
abnormality in FISH studies. Cases with two different
clones were considered when a difference of at least
10% between each alteration was observed and there-
fore, the major clone was the one with a higher per-
centage of cells [16].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 21.0 soft-
ware package (SPSS, Chicago, IL). The Mann-Whitney
and Fisher's exact tests were performed for quantita-
tive and categorical variables, respectively. Overall sur-
vival (OS) and time to first therapy (TTFT) were
estimated by the Kaplan-Meier method. The log-rank
test was used to calculate p values. OS was calculated
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Table 1. Clinical and biological characteristics at diagnosis of the whole series of 290 CLL patients with multiple abnormalities
(MA) detected by FISH and according to the time of onset of these alterations: diagnosis or disease evolution.

Characteristic Global series % MA at diagnosis % MA during disease evolution % p value
Age, years. Median (range) 66 (28-97) - 71 (28-97) 60 (34-80) .0001
Sex

Male 203 70 71 69 4

Female 87 30 29 31
White blood cells, (range) x 10°/L 20.3 (5.7-370) 20.1 (6.0-341) 20.2 (5.7-370) 9
Lymphocytes, (range) x 10°/L 14.9 (5-355) 14.8 (5.1-329) 15.2 (5-355) 8
LDH (n=251)

Normal 180 72 70.6 73.9 3

High 71 28 294 26.1 -
B2microglobulin (n = 241)

Normal 163 67.6 634 75 .04

High 78 324 36.6 25 =
Binet stage (n = 281)

A 197 70.1 66.3 76.7 .008

B 66 235 24.2 223 -

C 18 64 9.6 1 -
Lymphadenopathy (n = 258)

<3 areas 178 69 64.6 76.3 .01

>3 areas 80 31 354 237 -
Splenomegaly (n =281)

Yes 60 214 242 16.5 .08

No 221 78.6 75.8 835 -
Hepatomegaly (n = 283)

Yes 19 6.7 89 29 .05

No 264 933 91.1 97.1 -
B Symptoms (n =279)

Yes 37 133 85.9 88.2 3

No 242 86.7 14.1 11.8 -
IGHV mutation status (n = 56)

Mutated 15 268 258 30.8 7

Unmutated 41 73.2 74.2 69.2 =
(D38 (n=214)

Positive 79 36.9 328 346 3

Negative 135 63.1 61.8 65.4 -
ZAP-70 (n=124)

Positive 51 41.1 37.3 46.9 3

Negative 73 58.9 62.7 53.1 -
Therapy during follow-up

Yes 197 67.9 58.7 84 .001

No 93 321 413 16 -
Died during follow-up

Yes 90 31 28.8 349 2

No 200 69 71.2 65.1 -
17p-

Yes 134 46.2 56.5 50.9 i1

No 156 53.8 435 49.1 -

from the time of diagnosis to death or last follow-up
visit. TTFT was calculated as the interval between diag-
nosis and the start of first line treatment or last follow-
up. Survival analyses were restricted to the group of
patients in which MA occurred at the moment of diag-
nosis. Statistical significance was defined as p < .05.

Results
Patient characteristics

A total of 323 cases out of 2095 CLL patients (15.4%)
showed multiple abnormalities (MA) detected by FISH.
However, this study was limited to the 290 cases with
MA and complete follow up data. While MA emerged
at diagnosis in the majority of the cases (184, 63%),

the remaining 106 (37%) showed MA in the disease
evolution. Of note, 48 of the latter (45%) had received
treatment for CLL prior to MA detection. The other 58
patients with MA during disease evolution were not as
a consequence of treatments. The median lines of
treatment received before MA acquisition was 2 (1-6).
First line treatments included: chlorambucil based regi-
mens (n=23); fludarabine based regimens (n=18);
bendamustine based regimens (n=3); R-CHOP (n=2);
pentostatin-cyclophosphamide-rituximab (h=1) and
rituximab (n=1). Anti-CD20 was used in combination
with chemotherapy in 11 of the 48 cases. On the other
hand, 44 patients (41%) with MA acquired during evo-
lution, had available FISH samples from diagnosis.
These studies yielded the following results: 13qg-
(n=18); normal FISH (n=11); +12 (n=9); 11g- (n=4);
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Figure 1. Distribution of abnormalities of the whole cohort of 290 patients, of the cases with MA at the moment of diagnosis and
of the cases with MA during disease evolution according to FISH panel.

17p- (n=2). Median time from diagnosis to FISH in
the group of patients with MA at diagnosis was 0 days
(0-118) and in the patients with MA during disease
evolution of 7.6 years (0.6-19). The median age at
diagnosis of the whole cohort with MA was 66 years
(range 28-98 years). 203 patients of the 290 were
male (70%). Most cases were presented with early
Binet stages at the time of diagnosis (70.1%, stage A).
Analogously, normal LDH and B2M levels, absence of
B symptoms, splenomegaly and hepatomegaly were
observed in most cases (Table 1). Besides, cases with
MA harboring 11g- had a tendency to present with
more lymphadenopathy (36.1% Vs 26.1%, p=.05).
Clinical and biological characteristics of CLL patients
according to the presence of MA at diagnosis or dur-
ing disease evolution are also detailed in Table 1. Of
note, patients with MA at diagnosis were significantly
older than patients who acquired MA afterwards (71
vs. 60 years, p <.001). When MA were detected at the
moment of diagnosis, C Binet stages were more fre-
quently observed (p=.008), B2M levels were higher
(p=.04) and more cases with lymphadenopathy were
observed (p=.01). This is not surprising, as the clinical
data of the cases with MA during disease evolution
where the ones from the moment of diagnosis of the
disease when this cases did not harbor MA. In addition,
more patients with MA acquired during evolution
needed treatment (p =.001), which is expected since
FISH is usually performed before starting treatment. No
other significant differences were observed between
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these groups (Table 1). Interestingly, 1.7% of the cases
with MA (5 of the 290) progressed as a Richter transform-
ation. Three of them belonged to the group of patients
with MA at diagnosis and harbored:+12 and 17p-
(n=2);+12 and 11g- (n=1). The other two were cases
with MA during disease evolution and had +12 and 17p-
(n=1);+12and 13g-(n=1).

Distribution of abnormalities detected by FISH

The combination of cytogenetic abnormalities was het-
erogeneous. The most recurrent combination of two
or more cytogenetic alterations in the whole series
was 13g- with 119- (32.4%, 94 cases) followed by 13g-
with 17p- (25.9%, 75 cases), 13g- with +12 (15.9%, 46
cases), complex-FISH (9.6%, 28 cases),+12 with 17p-
(8.3%, 24 cases),+12 and 11g- (4.1%, 12 cases) and
11g- with 17p- (3.8%, 11 cases). No significant differen-
ces in the distribution of MA were identified between
those detected at diagnosis or during the disease evo-
lution (Figure 1). Complex-FISH was observed in a low
proportion of cases in both groups: 10.3% at diagno-
sis and 9.4% during disease evolution. Interestingly,
most of them included 17p- (15/19 AT diagnosis; 8/9
during disease evolution). The less frequent combin-
ation was 11g- and 17p-, only observed in 11 cases
(4.8%) in the group with MA at the moment of diag-
nosis and in 3 cases (2.8%) in the group with MA dur-
ing disease evolution (Figure 1). Detailed results of
complex-FISH are shown in supplementary material,
Table S1.



Table 2. Mosaicism in cases with double abnormalities
detected by FISH. Two different clones were considered with
a difference of more than 10% of cells between each pair of
abnormalities.

Pairs of double abnormalities Number of cases

13g- and 11g-
>10% 13g- 15
>10% 11g- 30
Same clone 40
Missing 8
13g- and 17p-
>10% 13q- 30
>10% 17p- 6
Same clone 31
Missing 8
13g- and +12
>10% 139- 10
>10% +12 6
Same clone 27
Missing 3
+12 and 17p-
>10% +12 16
>10% 17p- 3
Same clone 4
Missing 1
+12 and 11¢-
>10% +12 4
>10% 11g- 1
Same clone 3
Missing 4
11g- and 17p-
>10% 11qg- 7
>10% 17p- 1
Same clone 3
Missing 0

Mosaicism in double abnormalities

No relevant differences in the mosaicisms levels of
13g-, +12 and/or 11g- combinations were identified in
order to ascertain the acquisition pattern of these
abnormalities. On the contrary, in those patients with
double abnormalities involving 17p-, this deletion
appeared as the minor clone in most of the cases, sug-
gesting 13g- or+12 as earlier events whereas 17p- as
a later genetic event (Table 2). Even among high-risk
chromosomal alterations, 17p- was detected as the
minor clone compared with 11g-.

TTFT for patients with multiple abnormalities at
diagnosis

The TTFT was examined in the 184 patients with MA
at diagnosis and was compared with the 1501 patients
from the control group with complete follow up data
and FISH performed within 4 years of diagnosis. The
median TTFT for patients with MA at diagnosis was 27
months (Cl 95%, 18-35). Figure 2(a) illustrates the TTFT
according to the distribution of patients by FISH cat-
egory (MA, 13g-,+12, 11g-, 17p- and patients with
normal FISH). TTFT for each subset of MA is summar-
ized in supplementary material, Table S2. It is

MULTIPLE FISH ABNORMALITIES IN CLL @ 5

noteworthy that the group of patients with longer
TTFT was the one including+12 and 13g-, with a
median TTFT of 53 months, while CLL patients with
17p- and 11g- only had 6 months. TTFT for patients
with concomitant+12 and 13g- was more similar to
TTFT for patients with an isolated +12 than to TTFT for
patients with an isolated 13qg- (Figure (2b)).

OS for patients with multiple abnormalities at
diagnosis

OS was also analysed in patients with MA at diagnosis
and compared with the control group. The median OS
for the entire group of patients with MA at diagnosis
was 76 months (Cl 95%, not reached) (Figure 3). Table
S3 summarizes OS for each subset of MA. Within the
group of patients with MA, the presence of 17p- in
combination with any other alteration was associated
with a shorter OS than the absence of this abnormality
(not reached vs 58 months, p=.002) (Figure 4(a)). Of
note, patients with complex-FISH had the shortest OS
(34 months in cases with complex-FISH without 17p-
and 41 months in cases with complex-FISH with 17p-)
followed by patients with 17p- plus one more
abnormality (58 months) and patients with only two
abnormalities excluding 17p- (not reached) (p=.01)
(Figure 4(b)).

Discussion

With the aim to clarify the incidence and significance
of MA in CLL, we made a retrospective search for
cases with MA from the electronic database of the
Spanish Groups of Cytogenetics and CLL, detecting
323 cases with MA. To our knowledge, this is the larg-
est reported cohort of CLL cases with MA. The inci-
dence of MA altogether was 15.4%, consistent with
previous studies, that reported MA in around 17% of
CLL patients with the same 4-probe-FISH panel
[16-18]. We observed that the distribution between
MA detected by FISH was not random, with a selective
association of 13g- with a high-risk FISH alteration
(11g- or 17p-) (Figure 1). Both combinations accounted
for 58.2% of the cases. Of note, the second most com-
mon association was 13g- with +12 (15.8%). A recent
publication applying whole exome sequencing techni-
ques found a low rate of co-occurrence between 13qg-
and +12, and after studying the temporal sequence of
driver mutations, pointed out 13g- and +12 as two dis-
tinct points of departure on CLL pathogenesis [13,15].
We also observed a low proportion of cases with the
association 13g- and +12, although in light of our
results these genomic aberrations do not appear
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Figure 3. Overall survival of the 184 cases with MA at diagnosis compared to the 1501 patients without MA and FISH performed

within the first 4 years of diagnosis.

mutually exclusive. Our data confirm prior work
showing 17p- and 11g- as the most uncommon com-
bination [27].

Intra-tumor heterogeneity with different clones in
the same tumor, as shown in Table 2, was present in a
number of cases included in this study. The predomin-
ance of 13g- and +12 clones in contrast to 17p- clone
confirmed 13g- and +12 as earlier events that could
be followed by the acquisition of other secondary
aberrations. In addition, we observed that in patients
who acquired MA during disease evolution and had an
available FISH test at the moment of diagnosis, 13g-
or +12 were present in most cases (27/44) since
diagnosis.

Of note, the distribution of abnormalities was simi-
lar in the group of patients with MA at diagnosis
and with MA during disease evolution, as well as most
of their clinical and biological characteristics. We
observed a Richter evolution in 1.7% of the cases with
MA, an incidence a bit lower than previously reported
(2-7%) [28]; and less than what should be expected
for a group of patients with dismal prognosis. Thus, in
cases with MA, the incidence of Richter syndrome
does not seem to be increased. However, this observa-
tion needs to be taken cautiously, as this incident

might be underestimated in our database due to its
multi-centric and retrospective nature. Of note, 4/5 of
the Richter syndromes harbored a high-risk abnormal-
ity (17p- or 11g-) accompanied by +12, which is in line
with previous publications [28,29].

For further analysis, we separated cases depending
on whether MA occurred at the moment of diagnosis
or they appeared during the disease evolution. As
such, 63% of cases harbored MA since diagnosis and
37% could be related to the clinical progression.

We performed OS and TTFT analysis only in the
cohort of patients with MA at the moment of diagno-
sis, in order to avoid the effect of treatments and clo-
nal evolution on outcomes and we compared these
results with a control group that included patients
with normal FISH, 13g-+12 ,11g- and 17p-. Our results
showed a short TTFT (27 months) and OS (76 months)
for the entire cohort of patients with MA, including all
subsets of double alterations and complex-FISH. These
results suggest that MA in CLL entail a group of
patients with poor outcome, since OS and TTFT were
more similar to high-risk patients than to the rest of
the cohort: 11g- (OS, 85 months; TTFT, 15 months),
17p- (OS 62 months; TTFT 15 months). However, given
that the presence of 11qg-, 17p- and complex-FISH
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comprised 84.1% of the cases analysed (Figure 1),
these findings are not surprising.

Prior studies suggested that the coexistence of +12
and 13g- aggravates the prognosis of patients carrying
13g- as a sole abnormality [30,31]. In line with this, we
observed that TTFT for patients with this combination
was more similar to TTFT of patients with +12 and sig-
nificantly shorter than for cases with 13g- as unique
abnormality[ (p <.001), Figure 2(b)].

The co-occurrence of 11g- and 17p- has been noted
as a very poor prognostic feature, even worse than
either 17p- or 11g- [27]. In our study only 11 patients
had this double abnormality, and showed a poor out-
come, with the shortest TTFT (6 months).

Finally, we tried to elucidate the outcome distinc-
tion between 17p- and a complex-FISH, as conflicting
results have been published, albeit CK and 17p- have
been related separately and consistently with a nega-
tive clinical impact in CLL. We observed that patients
with a complex-FISH had the shortest OS followed by
17p- plus another abnormality and two abnormalities
excluding 17p- (Figure 4). Similar results have been
reported recently in several series [20,32].

One of the most important limitations of FISH-test-
ing is its inability to cover all chromosome regions
and therefore some cases with complex karyotype
could have been ignored in this study. However, kar-
yotyping is not a mandatory test to perform in CLL
patients according to current clinical guidelines [33]
and therefore this information was only available in a
limited number of patients from our database. Future
work including this information is desirable. Further
limitations include a bias towards treatment in the
cases with MA during evolution, as treatment is one of
the indications to request FISH testing, and the
absence of IGHV mutation status information in most
cases.

In conclusion, we report herein the largest cohort
of CLL patients harboring MA detected by FISH. We
confirmed a significant frequency of MA in CLL.
Double alterations are not randomly distributed, being
the association of 13g- with 11g- and with 17p- the
most frequent abnormalities, while 11g- with 17p- is
the least common combination. Overall, MA entail
poor prognosis when emerge at diagnosis, probably
due to the high incidence of bad prognosis aberra-
tions such as 17p- and 11g- and a complex-FISH which
may be a reflection or a more complex karyotype.
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Abstract

The presence of chromosomal gains other than trisomy 12 in chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is
unusual. However, some patients may show gains on several chromosomes simultaneously suggesting a
hyperdiploid karyotype. Objective: The objective of this study was to analyse by FISH the frequency and
prognostic impact of hyperdiploidy in CLL. Method: A review of 1359 consecutive cases diagnosed with
CLL referred for FISH analysis to a unique institution was carried out. Hyperdiploidy was considered when
a gain of at least three of the five FISH probes used was observed. Results: Seven cases (0.51%) with
hyperdiploidy were found, confirming that it is a rare event in this disease. Although most patients
presented with early Binet stages at diagnosis, six of seven (86%) shortly progressed. The median of time
to the first therapy (TTFT) and overall survival (OS) for the patients with hyperdiploidy were short
(1.4 months and 20 months, respectively). Moreover, comparing them with a control group of patients
(non-hyperdiploid) with completed follow-up data, TTFT and OS of the patients with hyperdiploidy were
significantly shorter than the control group. Conclusion: The presence of hyperdiploidy is uncommon and
probably associated with poor prognostic markers in CLL.
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Chromosomal abnormalities detected by fluorescence
in situ hybridisation (FISH) can be observed in more than
80% of the cases diagnosed with chronic lymphocytic leu-
kaemia (CLL), being the most frequent 13q deletions
(13g-), followed by 11q deletions (11qg-), trisomy 12 (+12)
and 17p deletions (17p-). These alterations have become
one of the most important prognostic markers of CLL, as
they are able to divide patients according to a hierarchical
risk model and can also be used for therapeutic decisions
(1-4). Thus, 17p- entails the group of patients with the
worse prognosis. Mutations of 7P53 (located on 17pl3)

© 2016 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd

are detected in ~10% of patients with CLL at diagnosis
(5, 6) and may or may not be accompanied by the dele-
tion of the other allele (7). Nowadays, the presence of
TP53 abnormalities is the only biomarker that changes the
treatment strategy, as these cases are usually resistant to
conventional therapies (2). Trisomy 12 defines a heteroge-
neous group of patients with intermediate prognosis. Sev-
eral factors have been identified, such as the percentage
of the trisomy, or the presence of additional genetic
abnormalities, to refine the outcome of these cases (8). In
fact, additional trisomies to +12 have been described
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Hyperdiploidy in CLL: a rare entity

before in CLL, usually involving chromosomes 19 and
18, with a specific clinical and biological profile (9).

Although CLL is a genetically stable discase with
relatively few genomic abnormalities in most cases (5, 6,
10-12), about 10-20% of patients present with genomic
complexity, considered in most studies as the presence of
three or morc abnormalitics. Complex karyotypes in CLL
have been steadily related to poor prognosis (13-17).

Hyperdiploidy is a well-known cytogenetic abnormality
not uncommon in some haematological malignancies such as
B acutc lymphoblastic lcukacmia (B-ALL), multiple myc-
loma (MM) or acute myeloid leukaemia (AML). This phe-
nomenon is usually associated with a favourable clinical
outcome in MM and childhood B-ALL (18, 19). However,
very little is known about the frequency and prognostic
implications of hyperdiploidy in CLL. In this study, we
observe the presence of hyperdiploidy as a very infrequent
cytogenetic abnormality in CLL that could be associated to
a dismal prognosis.

Patients and methods

A retrospective review of 1359 consccutive cascs diagnosed
with CLL referred for FISH analysis to the Salamanca Univer-
sity Hospital (Spain), between 2004 and 2012, was carried
out. Clinical and biological data of CLL with hyperdiploidy as
well as of a control group of 633 patients with CLL without
chromosomal gains from the total of the analysed cohort were
collected. Written informed consent was obtained from the
patients before diagnostic procedures were performed.

FISH analyses

Interphase FISH analysis was performed on peripheral blood
and/or bone marrow samples at the time of diagnosis and
during follow-up. For this purpose, commercially available
probes for the following regions were used: 11922/ATM,
12q13, 13q34, 14q34/IGH and 17pl13/TP53 (Vysis/Abbott
Co, Downers Grove, IL, USA). For patients with 14q34
rearrangement, additional FISH studies including 11qi4/
BCL1 and 18q21/BCL2 to rule out mantle cell and follicular
lymphoma were carried out. Methods for FISH analysis are
described clsewhere (20). Scveral studics in multiple mye-
loma used FISIH to assess hyperdiploidy and demonstrated
that hyperdiploid karyotypes were characterised by the gain
of at least two chromosomes, being this approach highly
specific (18, 21). As trisomy 12 is a frequent abnormality in
CLL, we considered hyperdiploidy as the gain of at least
three of the five FISH probes used.

TP53 mutation status analysis

The mutational analysis by NGS was carried out in the
seven patients with hyperdiploidy. Genomic DNA was
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extracted and quantified using a Qubit DNA BR assay kit or
HS assay kit (Life Technologies, Carlsbad, CA) and tested
the adequate quality (22).

Amplicon-based NGS was carried out to investigate the muta-
tional status of TP53 (exons 4-11) gene. The oligonucleotide
design was performed as part of the IRON-1I network. Informa-
tion about primer sequences and the PCR conditions has been
previously described elsewhere (23). The amplicon libraries
were sequenced on a GS Junior platform (454 Life Sciences, a
Roche company, Branford, CT, USA), according to the manu-
facturer’s instructions by using the 454 Titanium amplicon sys-
tem (Roche Applied Science, Penzberg, Germany).

The median number of reads was 1328 [201-3919], allow-
ing variants to be identified down to a detection limit of 2%
(24).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 21.0 software
package (SPSS, Chicago. IL, USA). The Fisher’s exact and
Mann—-Whitney tests were performed for categorical and
quantitative variables, respectively. Overall survival (OS)
and time to first therapy (TTFT) were cstimated by the
Kaplan—Meier method. OS was calculated from the time of
diagnosis and from the time of hyperdiploidy to death or last
diagnosis and the start of first line treatment. Univariate sur-
vival analysis was carried out with the log-rank test and
multivariate analysis with the Cox regression model. Statisti-
cal signilicance was delined as £ < 0.05.

Results

Patient characteristics

Seven cases with hyperdiploidy were identified out of the
1359 patients with CLL (0.51%), referred for evaluation by
FISH. Five cases (cases n° 3-7) presented hyperdiploidy at
diagnosis; the other two (casc n® 1 and 2) during discasc
evolution and after having received treatment with chloram-
bucil. Patient characteristics are summarised in Table 1. Four
patients (57%) were lemale, and the median age at diagnosis
was 74 years old (rangc 63-86). The median white blood
cell count at the time of diagnosis was 16 x 10%L (range,
7-67). No significant anaemia or thrombocytopenia was
detected in any case at diagnosis. It is noteworthy that the
immunophenotype of three of the scven cascs suggested the
diagnosis of atypical CLL. Serum LDH and 32 microglobu-
lin levels at diagnosis were high in 57% (4/7) and 29% of
the cases (2/7), respectively. Three of seven (43%) patients
presented with splenomegaly and hepatomegaly and 29% (2/
7) with more than three enlarged lymph node regions. The
presence of B symptoms was detected in 29% (2/7) of the
cases. Of note, at the time of diagnosis, most cases were
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classified as early stages according to Binet classification
(stage A 57% (four cases); stage B 29% (two cases); stage
C 14% (onc casc)). IGHV mutation status was availablc in
four of the seven cases being all of them classified as unmu-
tated pattern.

In comparison with the patients with non-hyperdiploid
CLL (control group), cases with hyperdiploidy showed lower
levels of haemoglobin (P = 0.03), higher levels of LDH
(P =0.01), more advanced Rai stage (P = (0.01) and more
hepatomegaly (P = 0.01). Although not statistically signifi-
cant, a trend in older age and unmutated IGHV pattern was
also observed in cases with hyperdiploidy (Table 1).

FISH findings

Besides hyperdiploidy, additional chromosomal abnormalities
were detected in four (57%) of the patients including: 17p-
(two cases), 11g- and /GH alieration (one case), and [3¢- and

Table 1 Clinical and biclogical characteristics of patients with
hyperdiploidy and the comparative analysis with patients with
non-hyperdiploid CLL {(control group)

Cases with
hyperdiploidy Control group
(N=7) (N =833} I
Age, yeers
Median {range) 74 (63-86) 67 (25-100) 0.086
Sex
Male/Fermale N (%) 3 (40)/4 (60) A12 (65)/221 (3} 0.2
White blood cell
count (x10%L)
Median (range) 16 (7-67) 18 (5-96) 0.4
Haemoglobin {g/dL}
Median {range) 12.6 {10.5-14.8) 14.2 (4-19) 0.03

Platelet count (x10%/L)

Median (range) 181 (141 237) 185 (113 587) 0.6

High LDH level N (%) 4 (57) 88 (14) 0.01
High B2 microglobulin 2 (29) 217 (38) 0.4
level N (%)
Splenomegaly N (%) 3 (43) 101 (16) 0.09
Hepatomegaly N (%) 3 (43} 49 (8} 0.01
>3 enlarged node 2 (29) 117 (19) 0.4
regions N (%)
B symptoms N (%) 2 (29) 55 (9) 0.1
Binet stage N (%)
A 4 (57) 491 (78) 01
B 2 (29) 98 (16)
C 1(14) 37 (6)
Rai stage N (%)
0 1{(14) 367 (60 0.01
1 4 (57) 123 (20)
2 0 82 (13}
3 1(14) 21 (3)
4 114} 23 4
Mutational status N (%) 4.(57) 0.05
Mutated 0 {0 169 (563)
Unmuzated 4 {100 151 (47)

© 2016 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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IGH deletion (one case). Detailed FISH results are shown in
Table 2. In addition, a higher percentage of cases with 17p-
was obscrved in the hyperdiploid group of patients than in
the non-hyperdiploid group (P = 0.04), without statistically
differences among the other recurrent CLL cytogenetic alter-
ations (Table 3). We excluded cases with trisomy 12, as it is
obscrved in all cases with hyperdiploidy.

TP53 mutational status

Only one patient (case n° 7) showed a missense 7P53 muta-
tion (c.613T>G; p.Y205D) with a mutational burden of
95%. This variation was previously described as a mutation
in the COSMIC database (COSM43844). This 7P53 mutated
case did not show 17p deletion.

Time to first therapy

Six of the seven patients with hyperdiploidy (86%) required
treatment during follow-up. Interestingly. a significantly

Table 2 Detailed fluorescence in situ hybridisation (FISH) results for
each case and results from TP53 mutation analysis

Number of
chromosomes Other FISH
with the FISH abnormalities

panel (% of (% of cells
cells with with the TP53 mutational
Case Time point  he gain) abnormality) status
1 Progression 3n {23%}); Non-mutated
An {60%)
2 Progression 3n {7%) 17p- (75%) Non-mutated
3 Diagnosis 3n {35%) 17p- (74%} Non-mutated
4 Diagnosis  3n {16%) Non-mutated
5 Diagnosis 3n {22%); 11g- (36%) Non-mutated
4an (14%) and IGH
rearrangement
(53%])
6] Diagnosis 3n {20%) 13¢- (13%) Non-mutated
and IGH
deletion
(19%])
7 Diagnosis  3n {15%) Missense
mutation
(95%)

Table 3 Comparison between FISH abnormalities in the group with
hyperdiploidy and the control group

Cases with

FISH abnormality” hyperdiploidy (%) Control group (%) P

130g- 1{14) 283 (46) 0.09
11g- 1(14) 76 (12} 0.6

17p- 2 (29) 30 (B) 0.04
IGH abnormalities 2 (29) 38 (6) 0.06

Trisomy 12 was excluded from the comparison as in the hyper-
diploidy group is universal.
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shorter TTFT was observed in patients with hyperdiploidy
than in patients with CLL without this phenomena (1 month
CI 95%, 0.1-1.8 vs. 63 months CI 95%, 53-73; P = 0.03)
(Fig. 1A). Most treated patients with hyperdiploidy (4/6,
66%) required two or more chemotherapy therapies (median
3, range: 1-4), due to refractoriness or relapse. Median dura-
tion of response to first line treatment was 7 months (0-36)
for this subgroup.
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Figure 1 Survival analysis according to Kaplan-Meier method for (A)
time to first therapy in the group of patients with hyperdiploidy and
the control group. (B) Overall survival from diagnosis in the group of
patients with hyperdiploidy and the control group.
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Other significant prognostic variables for TTFT in the uni-
variate analysis for all the patients with clinical data
(n = 640) were as follows: high LDH levels (P < 0.001),
high B2 microglobulin levels (P < 0.001), hepatomegaly
(P < 0.001), splenomegaly (P < 0.001), >3 nodal sites
affected (P < 0.001), Rai (P < 0.001) and Binet (P < 0.001)
stages, B symptoms (P <0.001), mutational status
(P < 0.001) and 17p- (P < 0.001) (Table S1A). In the multi-
variate analysis, mutational status (P = 0.001), advanced Rai
stage (P = 0.007), B symptoms (P = 0.001), hepatomegaly
(P =0.001) and >3 nodal lymph node arcas affected
(P < 0.02) remained significant (Table S2A).

Overall survival

With a median follow-up of 66 months (6-115), five
patients with hyperdiploidy have died due to disease pro-
gression (three cases), infection (one case) and cardiovascu-
lar discase (onc case). Median OS from the time of
diagnosis in the group of patients with hyperdiploidy was
significantly shorter than in the control group, being respec-
tively 66 months (Cl 95%, 0-174) and 147 months (CL
95%, 124-169) (P = 0.018) (Fig. 1B). It is noteworthy that
OS from the time of hyperdiploidy acquisition was even
shorter, 20 months (CI 95%, 16-24).

In the univariate analysis for OS, the other significant
prognostic variables were high LDH levels (P < 0.001), high
B2 microglobulin  levels (P < 0.001), hepatomegaly
(P = 0.005), splenomegaly (P < 0.001), >3 nodal sites
affected (P < 0.001), Rai (P < 0.001) and Binet (P < 0.001)
stages, B symptoms (P <0.001), mutational status
(P <0.001) and 17p- (P < 0.001) (Table SIB). In the multi-
variable analysis, only high B2 microglobulin levels
(P <0.03), Rai stage (P =0.01), 17p- (P <0.001) and
mutational /GHV status (P = 0.002) remained as significant
prognostic markers (Table S2B).

Discussion

Cytogenetic abnormalities detected by FISH have become a
key prognostic factor in CLL and are widely used in clinical
practice nowadays, even for treatment selection (25, 26).
The most frequent abnormalitics, observed in around 80% of
the patients, include 13q-, +12, 11q- and 17q-. These alter-
ations can explain the clinical heterogeneity of CLL (1).
However, little is known about the incidence and meaning
of other alterations less prevalent such as hyperdiploidy. To
our knowledge, it has scarcely been mentioned before in
two case reports, and in both associated with poor prognosis
(27, 28). For this purpose, we conducted a retrospective
study to find out the incidence and clinical significance of
this alteration in CLL.

We confirmed that hyperdiploidy is a very rare event in
CLL, as we found it in less than 1% of the large cohort of

© 2016 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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cases analysed in our study. The incidence of hyperdiploidy
in CLL has not been determined before. In this study, we
present the first published cohort of CLL cases with hyper-
diploidy, allowing us to characterise patients with this alter-
ation better than in previous reports. Scarce reports on this
topic suggested that when hyperdiploidy appears in CLL it
entails bad prognosis, in contrast to what happens in other
entities such as multiple myeloma (MM) (18). Our data are
also in line with these suspicions, pointing out that hyper-
diploidy could confer an aggressive clinical course to CLL,
despitc most of thc cascs were labelled as carly stages
according to Binet classification. We found that most
patients with hyperdiploidy (86%) needed treatment with a
very short TTFT (1.4 months), significantly shorter than the
control group. In addition, short trecatment responscs {mc-
dian, 7 months) and a high need for sequential lines of treat-
ment (median, 3) were noticed. We also observed a shorter
OS from the time of diagnosis (66 months), but even worse
from the moment of hyperdiploidy acquisition (20 months).

We observed that hyperdiploidy appeared during disease
evolution and after specific treatment for CLL in 29%.
Unfortunately, due to the small proportion of cases with this
abnormality, we could not assess whether the negative prog-
nostic course of these cases was caused by hyperdiploidy or
as a consequence of clonal evolution. However, most of the
cases with hyperdiploidy had not any treatment for CLL
before this aberration occurred.

Of note, all CLL with gains and an available mutational
status analysis showed an IGHV unmutated status, a well-
defined bad prognosis abnormality in patients with CLL. A
clear association between hyperdiploidy and mutation status
could not be confirmed in comparison with the control
group, probably due to the scarce number of patients with
hyperdiploidy. However, a trend of a significant association
was observed (Table I, P = 0.05). In addition, other cytoge-
netic abnormalities were also observed in 57% of the cases,
being most of them with high-risk FISH aberrations. 17p-
and hyperdiploidy concurred in 29% of the cases, in a
higher percentage than the control group (5%, P = 0.04,
Table 3) (1, 29). TP53 abnormalities represent strong predic-
tors of poor survival (30, 31). Of note, TP53 mutational
screening revealed that one patient without 17p- had a TP53
mutation in the group of patients with hyperdiploidy. Unfor-
tunately, a TP53 analysis could not be performed to the con-
trol group. Therelore, three of seven patients with
hyperdiploidy showed TP53 disruption. Losscs in 17p and
TP53 mutations have been reported as a late genetic alter-
ation in pathogenesis of CLL (l10). Interestingly, we saw
these clones appear as the predominant clone in our cases
with hyperdiploidy, suggesting that they could be an carlicr
event than hyperdiploidy. Therefore, hyperdiploidy could be
explained by the genomic instability that occurs as a conse-
gquence of TP53 loss (32, 33). The association of hyper-
diploidy with these high-risk features is consistent with the

© 2016 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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poor clinical outcome observed in the patients included in
our study. However, due to the low representation of
paticnts with hyperdiploidy in this study, wc could not
exclude that the bad prognosis observed is confounded by
these poor risk biomarkers. Thus, these findings need to be
taken cautiously, and further studies with more cases, prefer-
ably in a prospective sctting are needed.

The results of this study are limited by the absence of a
conventional cytogenetic analysis along with FISH, to con-
firm triploid or tetraploid karyotypes. This test was not per-
formed in our cohort of paticats, as it is not gencrally
recommended in current CLL guidelines (34). In any case,
we considered hyperdiploidy in these cases due to the con-
currence of the same gains in different chromosomes.
Another limitation is the presence of additional altcrations in
four of the seven cases. However, only two cases contained
two other abnormalities in addition to hyperdiploidy. Unfor-
tunately, we could not ensure that the bad prognosis of these
cases was caused by hyperdiploidy, or genomic complexity.
Nevertheless, in CLL, it is unclear whether numerical aberra-
tions should be counted as an unfavourable prognostic mar-
ker in complex karyotypes (9). Additional studies are needed
including karyotypes, preferably with new techniques, to
clarify these findings.

In the light of our results, we can sum up that hyper-
diploidy in CLL is a rare event. CLL patients with this
abnormality frequently display negative prognostic factors
such as TP53 disruption suggesting that hyperdiploidy may
confer poor prognosis.
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La LLC es una enfermedad muy heterogénea tanto clinica como biol6gicamente.
Indudablemente, el estado mutacional del gen IGHV y las alteraciones citogenéticas
detectadas por FISH se han consolidado como dos de los factores prondsticos mas
relevantes, pues son capaces de estratificar a los pacientes segun el riesgo de progresion de
la enfermedad (96,97,126). De hecho, a dia de hoy, la FISH es una de las pruebas
recomendadas antes de iniciar tratamiento en todos los pacientes, y cada vez hay maés
evidencia de que el estado mutacional también se deberia realizar como factor prondstico vy,

posiblemente, en la eleccién de tratamiento (9,100).

En los dltimos 20 afios, se han publicado muchos trabajos que confirman el valor
pronéstico de la FISH y del estado mutacional de IGHV, y que identifican algunas
particularidades de subgrupos de pacientes al utilizar estas técnicas. Sin embargo, aun
quedan algunos aspectos que son objeto de controversia o que no se han estudiado mas
ampliamente. Ademads, actualmente nos encontramos en un momento de expansion y
renovacion del arsenal terapéutico, tras la incorporacion de los nuevos tratamientos dirigidos
a nuevas vias de sefializacion del linfocito B, y de la aparicién de nuevos anticuerpos
monoclonales u otros tratamientos basados en la biologia de la enfermedad (79,80,83,86—
88). Las alteraciones citogenéticas determinadas mediante FISH y el patr6n mutacional de
IGHYV se utilizan en la actualidad para la toma de decisiones terapéuticas y, en consecuencia,
su mayor conocimiento podra ayudar a dar un paso mas hacia la medicina personalizada. En
este contexto surgieron las preguntas a las que pretende responder esta Tesis Doctoral: la
primera parte se centra en el estado mutacional de IGHV, y la segunda, y mas extensa, en la

FISH.

Para el primer bloque de esta Tesis, se dispuso de una base de datos de pacientes con
LLC procedentes de la region central y del noroeste de Espafia. En ella se analizaron el
estado mutacional de /IGHYV, cuales son las familias VH mas frecuentemente utilizadas, su
asociacion con alteraciones citogenéticas, con otros factores prondsticos y con la SG y el
TPT. Como se ha mencionado en la introduccién del presente trabajo, las familias VH tienen
una asociacion geografica particular, probablemente por predisposicion genética y/o
exposicion a antigenos ambientales concretos. Diferentes publicaciones han documentado
las preferencias de familias VH en distintas regiones geograficas (Ucrania, Argentina, China,
Italia o Escandinavia, entre otros), y su asociacion con caracteristicas clinicas y bioldgicas
especificas (107,111,179). En nuestro entorno, las caracteristicas de las familias VH no se
habian descrito previamente, por lo que se decidid efectuar su andlisis en una serie

representativa de pacientes de las regiones del centro y noroeste de Espafa.
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En la segunda parte de esta Tesis, se plantearon varias preguntas relacionadas con las
anomalias genéticas observadas mediante FISH en pacientes con LLC. Nuestro grupo de
investigacion ha sido uno de los pioneros en demostrar que el porcentaje de células con
pérdidas en 13q y 11q tiene valor pronoéstico, ya que identifica subgrupos de pacientes con
diferente curso clinico (139,145). Ademds, otros grupos han confirmado estos hallazgos
incluso en los enfermos con 17p- (138,146,166). Sin embargo, en el caso de la trisomia del
cromosoma 12, un subgrupo de pacientes especialmente heterogéneo, no existia evidencia
previa de la importancia del porcentaje de células con esta alteracion en el curso clinico. Por
tanto, se seleccionaron los casos con +12 de la base de datos del GCEGCH y GELLC. Una
de las observaciones de este trabajo fue que habia pacientes con +12 que presentaban ademas
alteraciones adicionales por FISH. De hecho, en la prictica clinica habitual no es infrecuente
encontrar enfermos con mas de una alteracién, lo que genera incertidumbre acerca del
comportamiento de estos casos. Por otra parte, cada vez existe mas evidencia del impacto
clinico que ocasiona el cariotipo complejo en la LLC, al seleccionar un grupo de pacientes
de riesgo muy alto (175,178). A la luz de estos hallazgos se analiz6 como son los pacientes
que presentan mas de una alteracidn citogenética por FISH, y para ello se identificaron los

casos con mas de una alteracion de la misma base de datos del GECGH y GELLC.

Por tltimo, en la base de datos utilizada en el primer trabajo de esta Tesis Doctoral, se
objetivé que, de forma excepcional, habia casos con ganancias cromosdmicas en la mayoria
de las sondas FISH utilizadas, lo que podria equivaler a un cariotipo hiperdiploide. El
cariotipo hiperdiploide es una alteracién conocida en otras patologias hematologicas como
el mieloma multiple, la leucemia aguda mieloblastica y linfoblastica. Es bien sabida su
relacion con un prondstico mejor en aquellos pacientes con mieloma y leucemia linfobléstica
(180,181). Sin embargo, en la LLC, hasta la fecha, esta alteracién se ha documentado de
forma muy excepcional, inicamente en dos publicaciones anecdoéticas, y en ambas asociado
con prondstico deletéreo (182,183). Por tanto, se realizé una buisqueda en la base de datos
de pacientes con LLC del Hospital Clinico Universitario de Salamanca, que analiza muestras
de multiples instituciones, con el objetivo de revisar la frecuencia, caracteristicas clinicas y

pronostico de este subgrupo de enfermos.

A continuacidn se expone una discusion detallada de cada trabajo de los que se compone

esta Tesis Doctoral.
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8.1 El estado mutacional de /GHV en una cohorte de pacientes de
la region central y noroeste de Espaia

8.1.1 Los enfermos con mutaciones somaticas en IGHV presentan buen
prondstico

Las mutaciones sométicas en IGHV se detectan en aproximadamente el 50% de los
pacientes con LL.C y dividen dos subgrupos con diferente curso clinico (42,64,96-99). En el
primer trabajo de esta Tesis, que incluia pacientes con LLC de la region central y noroeste
de Espaiia, se observé que el 56% de los sujetos tenian un patrén mutado en IGHV, y el 44%
restante patrén no mutado. Estos porcentajes se obtuvieron al establecer el punto de corte en
el 98% de homologia con respecto al gen més cercano de la linea germinal. Esta proporcion
es similar a la documentada en otros estudios realizados en paises occidentales (97,108). El
punto de corte de 98% es el estindar, y, entre otros, el recomendado por el grupo ERIC
(European Research Initiative on CLL), ya que es el que mas ampliamente ha demostrado
diferenciar subgrupos pronosticos. Aun asi, persiste cierta controversia sobre como
considerar a los casos limites entre 97-97,9%, puesto que el grupo inglés ha publicado que

algunos de éstos podrian comportarse como no mutados (184).

Nuestro estudio también confirma el valor pronoéstico del estado mutacional de IGHV.
Los pacientes con perfil mutado fueron los que mayor supervivencia y mayor tiempo hasta
recibir tratamiento tuvieron (Figura 2, capitulo 4). Este hecho se pudo confirmar con el
punto de corte de 98% de homologia pero también con el de 96%. Asi, un meta-analisis
reciente en el que esta incluido nuestro articulo, ha puesto de manifiesto el gran beneficio en
la SG y en el tiempo hasta la progresion (TP) en los pacientes mutados (mediana de SG entre
17,9 y 25,8 aios y de TP entre 9,2 y 18,9) frente a los pacientes no mutados (mediana de SG
entre 3,2 y 10 afios y de TP entre 1 y 5 afnos) (100). En la actualidad se considera que el
poder pronéstico del estado mutacional de IGHV es de gran relevancia. Recientemente, se
han publicado algunos trabajos que confirman que los pacientes con perfil mutado tras
tratamiento con FCR, consiguen alcanzar una meseta en las curvas de TP y SG a largo plazo.
Esto ocurre, sobre todo, en los que consiguen una EMR negativa, lo que permite especular
incluso con la posible curacién de algunos de estos enfermos. Por todo ello, la
inmunoquimioterapia con FCR se ha consolidado como tratamiento de primera linea en los
pacientes menores de 65 afios y buen estado general, fundamentalmente con perfil mutado
(185-187). Por otra parte, otros estudios han demostrado que los pacientes con perfil no
mutado responden igual de bien a inhibidores de BCR o de BCL-2 que los mutados, con

resultados mejores que la inmunoquimioterapia, lo cual podria situar a alguna de estas
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moléculas como preferibles en el tratamiento de primera linea en los pacientes sin
mutaciones somaticas en /IGHV (105,188). Por consiguiente, conocer el estado mutacional
de los pacientes jovenes con LLC no solo aporta informacién del prondstico que van a
presentar estos pacientes, sino también acerca de cudl es la mejor opcion terapéutica para

ellos.

8.1.2 La distribucion de familias y segmentos VH es heterogénea segin la
zona geografica y existe una relacion entre determinados segmentos VH
con el estado mutacional y el pronéstico

Los linfocitos de la LLC tienen un uso preferencial por algunas familias y segmentos
génicos de la region VH, de modo que las familias VH1, VH3 y VH4, y los segmentos VH1-
69, VH2-23, VH3-07 y VH4-34 son los mas frecuentemente utilizados. Ademas, algunas
familias y segmentos génicos se asocian caracteristicamente con: (a) una distribucion
geografica heterogénea, (b) patrones no mutados o mutados segun la familia VH y (c)

caracteristicas particulares de la LLC (97,108,109).

En cuanto a la distribucién geogréafica, se ha visto que en los paises occidentales las
familias mas usadas son la VH1 y la VH3, mientras que en los paises orientales la VH3 y
VH4 (108-110). En esta linea, en nuestro estudio las familias y los segmentos mas frecuentes
fueron: VH3 (49,5%), VH1 (25,5%) y VH4 (10%) y, méas especificamente, VH3-30 (10%),
VHI1-69 (9,7%), VH3-23 (8,8%), y VH4-34 (8,3%). Las teorias que explican estas
diferencias territoriales se basan no solo en el trasfondo genético segtin las razas o etnias,
sino también en la existencia de diferentes antigenos ambientales que seleccionan usos

preferenciales por familias VH en los diferentes paises (107,108).

Dentro de la familia VH3, los segmentos mas utilizados en los pacientes de nuestro
estudio fueron VH3-30 y VH3-23, mientras que VH3-7, VH3-11 y VH3-21 se observaron
en una proporcion baja de sujetos. En los enfermos que utilizaron VH3-30 no se encontraron
preferencias por el estado mutacional ni se correlacioné con el prondstico. Sin embargo, el
uso de VH3-23, y VH3-7 se asoci6 con el patron mutado, aunque no se pudo relacionar con
el prondstico. Estos hallazgos son acordes con publicaciones previas (110,114), si bien el
valor prondstico de VH3-23 es controvertido. Parece que dentro de los pacientes con
mutaciones de IGHV puede separar un subgrupo de peor prondstico (189), aunque otros
estudios no lo han confirmado (114). En los pacientes de nuestra serie, se observo una
tendencia a una SG peor (P=0,069). El uso de VH3-21 se evidencid en el 3,2% de los
pacientes, lo que no es sorprendente, pues ya se sabe que es més infrecuente en las regiones

del sur de Europa. Ademés, se relaciona con el perfil IGHV mutado pese a ser un marcador
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consolidado de mal prondstico. De hecho algunos estudios consideran los casos de LLC con
VH3-21 como una entidad independiente (190). Aunque se observé una tendencia a un
menor TPT (P=0,07), en nuestro estudio no se pudo confirmar el mal prondstico de este
marcador, probablemente por la escasa representacion de este gen en las poblaciones
mediterraneas. Por dltimo, a diferencia de los demés miembros de la familia, VH3-11 se
asocid con el perfil no mutado en todos los casos, y con alteraciones citogenéticas de mal
pronostico. Ademads, de forma novedosa, en este subgrupo se evidencié una SG peor
(P=0,0025). Estos hallazgos deberian interpretarse de forma cautelosa por el escaso nimero
de pacientes con VH 3-11 incluidos, aunque son los esperados para un subgrupo con perfil

no mutado.

En cuanto a la familia VHI, VH1-69 fue el gen mas utilizado (9,7%), y en la mayoria
de los pacientes present6 un perfil no mutado (18/21). Ademas, se asocié con unos TPT y
SG més cortos (P=0,002 y P=0,021, respectivamente) y una incidencia mayor de segundas
neoplasias. Todos estos resultados son similares a los publicados en poblaciones

occidentales, sobre todo en pacientes mediterraneos y ucranianos (108,179).

La familia VH4 se ha relacionado con casos de LLC mutada. En nuestro trabajo se ha
confirmado este hallazgo, asi como un mayor TPT (P=0,001). Ademas, el gen mas usado

dentro de esta familia fue el VH4-34, también acorde con lo publicado previamente (191).

Por dltimo, al igual que en otros estudios, independientemente de la distribucion
geografica, se encontré una representacion escasa de las familias VH2, VHS, VH7, y
ausencia de la familia VH6 (111). Sin embargo, como hallazgo novedoso, se observd que
VHS5-51 fue el gen mayoritario en la familia VHS (8 de 9 pacientes). Todos los pacientes
que lo presentaron eran varones y tuvieron un TPT mas corto (P=0,01) y una tendencia a una
SG peor (P=0,057). Dos estudios realizados con pacientes mediterrdneos (108) y serbios
(114), han puesto de manifiesto también el uso de este gen en torno a un 2% de sus casos.
En ninguna de estas dos publicaciones se detect6 una relacién con el prondstico en esta
familia. Por tanto, se necesita la publicacion de informacién adicional para confirmar el valor
pronostico de esta region génica, aunque nuestro trabajo sugiere que se trata de un subgrupo

de riesgo alto.

8.1.3 Las alteraciones citogenéticas de buen prondstico se asocian con
mutaciones en IGHV y las de mal pronéstico con perfil no mutado

En la mayoria de los estudios, el perfil mutado se ha relacionado con otras

caracteristicas de buen prondstico como la 13g-, mientras que los casos no mutados se
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asocian preferentemente con 17p-, 11q-y +12 (169,192,193). Por otra parte, existe evidencia
de que el estado mutacional subdivide también grupos prondsticos en los pacientes con una
misma alteracion, como ocurre en las pérdidas de 13q, 11q, 17p. Estos hallazgos no se han
confirmado en los enfermos con +12 (194). En nuestro estudio se evidenci6 que los casos
sin mutaciones somaticas se relacionan con alteraciones citogenéticas de mal prondstico
como la 11g- o la 17p-, y la 13g- con casos mutados. En el caso de la +12, estos pacientes
tienen caracteristicamente un prondstico intermedio, aunque se asocien con patrén no
mutado de IGHV. Como se vera en la siguiente seccion de la discusion, la asociacion de +12
con perfil no mutado se detect6 en este primer trabajo y en la siguiente publicacién que
compone esta Tesis, en la que se incluydé una muestra mas amplia de pacientes con esta

alteracion.

8.2 Caracteristicas de los pacientes con LLC y trisomia del
cromosoma 12

Tal y como se acaba de mencionar, los pacientes con LLC y +12 se han considerado
clasicamente como un subgrupo de pacientes con prondstico intermedio (126). A dia de hoy
se conoce que esta alteracion se puede considerar favorable en ausencia de otros marcadores
de mal pronéstico (65). El hecho de que algunos de los sujetos con LLC y +12 se asocien
preferencialmente con marcadores de mal pronéstico como NOTCH-1 o la ausencia de

mutaciones en IGHV, hace pensar que se trata de un subgrupo de pacientes muy heterogéneo.

Por otra parte, se ha demostrado que existe heterogeneidad clinica dentro de otros
subgrupos citogenéticos. Por ejemplo, en las deleciones mas frecuentes (13q-, 11qg-, 17p-) el
porcentaje de las pérdidas es capaz de dividir pacientes con diferente evolucidn clinica
(139,146,166). Bajo estas premisas se decidi6 investigar las caracteristicas de los individuos
con +12, asi como la importancia del porcentaje de la trisomia en el prondstico. Para ello, se
utiliz6 la base de datos del GELLC y GECGH, y se identificaron los casos con +12. Se
detectd esta anomalia en el 13,9% de los pacientes. Las medianas de SG y de TPT en los
casos con +12 fueron de 129 meses y 42 meses, respectivamente. Estos resultados estan en
la misma linea que lo descrito previamente en la literatura, que sitdan la incidencia de la +12
en torno al 15%, y las medianas de SG y TPT en 111 meses, y 32 meses, respectivamente,

lo que hace que nuestra cohorte sea valida y representativa (126).

Las caracteristicas clinicas de los pacientes incluidos también fueron similares a las de
otros estudios. Se encontr6 que los enfermos con +12 tenian una mediana de edad de 68 afios

al diagndstico, con un predominio de varones, y una mayoria de casos con estadios
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tempranos de Binet, carga linfocitaria baja, niveles normales de B2M, ausencia de CD38 y
de organomegalias. Ademas, se detect6 un predominio de casos con perfil no mutado, como

es de esperar en los pacientes con LLC y +12.

De forma simultanea a la publicacién de nuestro trabajo, el grupo de la MD Anderson
Cancer Center comunic6 los resultados de una serie de 250 pacientes con LLC y +12.
Aunque las dos series de enfermos fueron parecidas, el grupo de pacientes americanos era
mas joven (Gnicamente el 37% eran mayores de 65 afios) e incluia un mayor porcentaje de
casos con alta expresion de CD38 (195). La conclusion fundamental de su trabajo fue que el
sindrome de Richter y las segundas neoplasias constituyen las causas principales de muerte
en los sujetos con +12. Posiblemente, debido a la menor edad de los pacientes del grupo del
MDACC, unicamente fallecieron 18 (7%), y el porcentaje de segundas neoplasias fue del
9% (22 pacientes). En nuestra publicacion no se analizaron estos datos en detalle. Sin
embargo, tras una revision de los mismos, se observé una tasa de mortalidad del 21,8% (69
casos). Curiosamente se detecté un mayor nimero de pacientes con segundas neoplasias, y
en s6lo 8 de los 41 (14%), esta fue la causa de la muerte. Probablemente estas diferencias
pueden explicarse por la diferencia de edad entre las dos cohortes. En el caso del sindrome
de Richter, observamos datos similares al identificar 5 casos (1,7%) que fallecieron por este

motivo todos ellos.

8.2.1 El porcentaje de células con +12 por FISH subdivide grupos con
diferente curso clinico

El trabajo de investigacion realizado en esta publicacion ha permitido identificar, de
forma novedosa, que tener un porcentaje de células con +12 < o0 > al 60%, es capaz de dividir
a los pacientes en 2 grupos con diferente SG y TPT (Figura 2, Capitulo 5). En el analisis
multivariado realizado en este estudio, el efecto de esta variable se mantuvo en el TPT.
Ademas, los sujetos con un mayor porcentaje de células mutadas tenian un recuento
leucocitario y linfocitario mayor; mayores niveles de LDH y B2M; mas esplenomegalia y
debutaban con estadios de Binet mas avanzados. Por tanto, nuestro estudio ha sido pionero
en identificar el valor del porcentaje de células alteradas por FISH en los pacientes con LLC
y trisomia 12. Recientemente, el grupo de la clinica Mayo ha confirmado estos datos a partir
de una base de datos de 1.585 pacientes, de los cuales, 205 (13%) presentaron +12. También
con el punto de corte de 60% encontraron 2 subgrupos de pacientes con diferente TPT,
aunque en su publicacién no reflejan si hubo diferencias en la SG (140). En el caso de las
deleciones de 11q y 13q, nuestro grupo de investigacién ha demostrado que los casos de

LLC que presentan un porcentaje alto de pérdidas celulares son mas inestables
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genéticamente, lo que hace posible que la enfermedad evolucione desfavorablemente al
acumular mutaciones genéticas adicionales (141,145). Sin embargo, en nuestro estudio no
se pudo realizar el anlisis de mutaciones, ni por tanto confirmar esta teoria para la +12, lo

que podria ser objeto de investigaciones futuras.

8.2.2 Otras caracteristicas que predicen la SG y el TPT en los pacientes
con +12

Con la intencién de poder predecir qué pacientes con +12 podian tener un mejor
pronostico, se analizaron también otros factores que pudieran relacionarse con la SG y el
TPT. La mayoria de los pacientes de nuestra cohorte necesitaron tratamiento (60,6%), con
un TPT de 42 meses. Sin embargo, la SG estimada de estos casos fue bastante mayor (129
meses). Se especula que estas diferencias pueden deberse al hecho de que, en general, los
linfocitos con +12 expresan con mayor intensidad el CD20 y por tanto pueden ser mas
susceptibles a los tratamientos con inmunoquimioterapia (196). En el anélisis univariado, las
variables asociadas a un TPT peor fueron el estadio avanzado segtn la clasificacion de Binet,
tener sintomas B, la esplenomegalia, el recuento linfocitario elevado, los niveles elevados
de LDH, y la delecion de 11q. En el anélisis multivariado, las tinicas variables incluidas en
el modelo final fueron el porcentaje de células con trisomia, el estadio clinico avanzado, los
sintomas B, 11g- y la linfocitosis elevada. En el trabajo antes referido del MDACC, los
factores significativos en el anélisis multivariado fueron la esplenomegalia, el estadio clinico
avanzado de Rai y tener una delecion 14q. Ellos no investigaron el poder del porcentaje de
las células con trisomia y excluyeron los casos con 11g- de su andlisis, con lo que las

variables para predecir el TPT fueron practicamente las mismas en los dos estudios (195).

En cuanto a la SG, el estadio de Binet avanzado, la carga adenopatica, la
esplenomegalia, los niveles elevados de LDH y de B2M, asi como la expresion de CD38
fueron los factores significativos en el analisis univariado. En el multivariado solo el estadio
de Binet, los niveles de B2M vy las pérdidas en 11q mantuvieron su poder discriminatorio.
En la cohorte publicada por el MDACC los factores que predecian una SG peor en el
multivariado fueron la leucocitosis extrema y el desarrollo de segundas neoplasias. En

nuestro estudio, este ultimo factor no se tuvo en cuenta en el analisis.

En relacidn al estado mutacional de IGHV, pese a que hubo un predominio de pacientes
con perfil no mutado, no se observd valor prondstico asociado a esta variable dentro de

nuestra cohorte. Esto ya se habia documentado en otros estudios con +12 (194).
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Por ultimo, se evidenci6 que el 19% de los individuos de nuestra serie tenian
alteraciones multiples por FISH, ademas de la trisomia 12, proporcidén también similar a la
comunicada previamente (149). La pareja que con mayor frecuencia acompaii6 a la +12 fue
la 13g- (39 casos), seguida por la 17p- (14 casos) y, por dltimo, la 11g- (9 casos). Como se
ha referido previamente, inicamente el tener una 11q- aport6 prondstico adicional a los casos
con +12. No se detectd que los individuos con 17p- tuvieran un prondstico peor,
posiblemente por el bajo nimero de casos. Quizés las diferencias observadas en el grupo de
la 11g- se deban a que casi todos los pacientes con esta alteracion presentaban la delecién
en mas del 25% de las células (145). En cualquier caso, el siguiente trabajo que compone
esta Tesis Doctoral, estudia a fondo los casos de pacientes con alteraciones citogenéticas

multiples determinadas por FISH en la LLC.

8.3 Caracteristicas de los pacientes con alteraciones miltiples
(AM) detectadas por FISH

Con el objetivo de conocer la incidencia y caracteristicas de los pacientes con AM por
FISH en la LLC se realiz6 una seleccion de los casos con estas alteraciones en la misma base

de datos que se uso en el estudio previo (Base de Datos del GELLC y GECGH).

Se detecté que un 15,4% de los pacientes (323 del total de los 2.095 enfermos)
presentaban mas de una alteraciéon por FISH al utilizar las 4 sondas més habituales
(11g22/ATM, 12q13, 13q34, y 17p13/TP53). A dia de hoy ésta es la serie publicada que
incluye mas casos con AM por FISH. La incidencia de casos con AM que se encontrd en
nuestra poblacion es similar a lo descrito previamente al utilizar el mismo panel de FISH

(122,137,172).

Las caracteristicas de los pacientes fueron similares a las descritas en series previas de
pacientes con LLC (Tabla 1, Capitulo 6). En la mayoria de los casos (63%), las AM estaban
presentes desde el momento del diagnostico, mientras que en el 37% restante fueron
adquiridas durante la evolucion de la enfermedad. Al analizar si habia diferencias en las
caracteristicas de los pacientes en funcién del momento de adquisicion de las AM, se observo
que los pacientes con AM al diagnéstico eran mis mayores, con niveles mas elevados de
B2M, estadios clinicos avanzados y mayor carga adenopatica. Estas diferencias se pueden
explicar porque las caracteristicas de los pacientes con AM adquiridas durante la evolucién
de la enfermedad fueron recogidas en el momento del diagnéstico. Ademas, hubo mas casos
con AM adquiridas durante la evolucion de la enfermedad que precisaron recibir tratamiento,

lo que es esperable dado que el estudio FISH se suele realizar antes de iniciar tratamiento
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para la LLC. No se detectaron otras diferencias significativas entre los dos grupos de

pacientes.

En nuestra serie el 1,7% de los pacientes presentaron un sindrome de Richter, incidencia
quizés algo inferior a lo esperado (2-7%), si se tiene en cuenta que habia pacientes que ya
presentaban una evolucion previa de su enfermedad (casos con AM durante la evolucidn)
(197). Esto hace sospechar que la incidencia de sindrome de Richter no estd aumentada en
casos con AM por FISH. Debido al cardcter multicéntrico y retrospectivo de los datos de
nuestra base, esta observacion debe interpretarse cuidadosamente ya que la incidencia de
sindrome de Richter podria estar infraestimada. En cualquier caso, es de destacar que los 5
pacientes que evolucionaron a sindrome de Richter presentaban +12 junto con otra
alteracion, en casi todos los casos, de mal prondstico (11g- o 17p-). Aunque no se dispuso
de los datos moleculares, posiblemente estos casos con +12 tendrian la mutacion NOTCH-1,
tal y como se ha descrito en trabajos previos (54,156). Por tanto se podria concluir que para
que se desarrolle un sindrome de Richter no solo hace falta presentar la +12, sino alguna
alteracion secundaria que pueda generar inestabilidad genética como podria ser 11q-, 17p- o

posiblemente mutacién de NOTCH-1 (195).

8.3.1 La distribucion entre las AM no es homogénea al ser las alteraciones
mas frecuentes 13q- con 11g- o 17p- y la menos frecuente 11q- con 17p-

De forma parecida a lo publicado por otros autores, se observd que las anomalias
citogenéticas no estaban agrupadas aleatoriamente. Asi, se evidencid un exceso de casos de
13g- con una alteracién de riesgo alto (11g- o 17p-) con respecto a lo esperable por la
frecuencia de cada alteracion individualmente (137,172). Estas 2 parejas supusieron el
58,2% de la serie, mientras que la siguiente combinacién en frecuencia (13g- con +12)

supuso el 15,8%.

8.3.2 Las +12 y 13q- son eventos iniciales, mientras que 17p- se adquiere
de forma mas tardia en la evolucion de la LL.C

El grupo de Landau ef al. utiliz6 técnicas de secuenciaciéon masiva para analizar la
evolucion clonal en la LLC (130). Encontraron que tanto la 13q- como la +12 son dos
alteraciones iniciales en la patogénesis de esta enfermedad y, en su trabajo, practicamente
excluyentes. Sin embargo, ya habia evidencias previas de que ambas anomalias citogenéticas
pueden coincidir en torno a un 17% de los casos con AM o a un 4% de todos los pacientes
con LLC, como confirma nuestro trabajo (168,173). Ademas, en los casos con 13q-y +12

de nuestra serie, estas alteraciones se observaban en proporciones similares en el estudio de
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FISH. Por tanto se puede inferir que en los casos en las que ambas concurren es a partir de
un solo clon celular. A diferencia, se vio que en los casos en los que 13g- y +12 se
combinaban con otras alteraciones, estas aberraciones solian constituir clones mayoritarios.
En cambio, 17p- se observd en proporciones celulares inferiores, lo que indica que tanto
13g- como +12 son eventos iniciales en la LLC. De hecho, en los casos con AM adquiridas
durante la evolucion de la enfermedad y con un estudio FISH disponible al diagnéstico,

cualquiera de estas dos alteraciones se podia ver ya en el clon inicial en un 61% de los casos.

8.3.3 Los pacientes con AM desde el diagndstico presentan una SG y TPT
similares a los pacientes de alto riesgo citogenético

El anédlisis de supervivencia se realizé unicamente en los casos en los que las AM se
habian detectado desde el momento del diagndstico, para evitar los efectos en los resultados
de los tratamientos y la posible evolucion clonal fruto de la evolucién de la enfermedad. Para
ello se compar6 este grupo de pacientes con los 1.501 casos procedentes de la misma base
de datos, sin AM y cuyo andlisis citogenético por FISH se hubiera realizado también al
diagnéstico de la enfermedad. De este modo se pudo observar que los pacientes con AM
(incluyendo todo tipo de combinaciones y FISH-complejo) presentaron SG (76 meses) y
TPT (27 meses) cortos (Figura 1, Capitulo 6). Estos resultados sugieren que este grupo de
pacientes, con més de una alteracion citogenética por FISH, es de riesgo alto, lo cual no es

sorprendente puesto que el 84,1% de estos casos albergaban 11q-, 17p- o FISH-complejo.

Adicionalmente, se analiz6 si habia alguna diferencia entre los pacientes con FISH-
complejo y 17p-, ya que ambos grupos se consideran de riesgo muy alto. Se pudo observar
que los casos con FISH-complejo tuvieron la SG mas corta, seguidos de los casos con 17p-
y otra alteracidon en comparacion con los casos con dos alteraciones que no fuesen 17p. Dos
estudios recientes corroboran estos mismos resultados en individuos con LLC y cariotipo
complejo realizado por citogenética convencional o con adicion de mitégenos (175,178).
Estas observaciones son relevantes puesto que, al considerar que el FISH-complejo
constituye un grupo riesgo de muy alto, se podria asumir que estos casos son similares a los
que presentan un cariotipo complejo en las situaciones en las que no se disponga de cariotipo
convencional. Ademas, en la era de los tratamientos dirigidos, se ha comunicado por algunos
autores que para predecir fracaso terapéutico, presentar un cariotipo complejo podria ser un

marcador més importante incluso que las mutaciones en TP53 (177).
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Nuestro estudio no esti exento de limitaciones. Probablemente, la més destacable sea
la ausencia de cariotipos convencionales, que puede haber subestimado la cifra de casos con

cariotipo complejo.

Por ultimo, el unico grupo de pacientes con AM sin pronéstico malo fue el compuesto
por 13g- y +12. En estos casos se pudo observar que el TPT era mas similar al de los
pacientes con +12 que a los de 13g- como unicas anomalias, lo que corrobora que la
alteracion que mejor prondstico aporta a la LLC es la 13g-, aunque solo si ocurre en como

anomalia unica (126).

8.4 Caracteristicas de los pacientes con hiperdiploidia detectada
por FISH

En este dltimo trabajo, se analiz6 la incidencia y significado prondstico de la
hiperdiploidia en la LLC. Para ello se utiliz6 una base de datos del Hospital Clinico
Universitario de Salamanca, que incluye todos los casos de LLC a los que se les solicité un
estudio citogenético mediante FISH, procedentes tanto de Salamanca como de otros
hospitales para el cual éste es el de referencia. En el anélisis de supervivencia de este articulo
se utilizd6 un grupo control que incluia una seleccién de 633 pacientes sin ganancias

cromosOmicas y con datos de seguimiento completos de esta misma base de datos.

Hasta la fecha, los casos de LLC con cariotipo hiperdiploide solo se habian comunicado
de forma anecddtica en dos articulos, y en ambos asociado con prondstico malo (182,183),

a diferencia de lo que ocurre en otras patologias como el mieloma muiltiple.

8.4.1 La hiperdiploidia en la LLC es un hallazgo muy infrecuente

En nuestro estudio se pudo confirmar que la hiperdiploidia en la LLC es un hallazgo
excepcional, puesto que se observd en menos del 1% de los casos de nuestra serie que
incluy6 1.359 pacientes con LLC. Esta es la primera cohorte de casos con hiperdiploidia y
LLC publicada hasta la fecha, lo que nos permiti6 analizar mejor las caracteristicas de estos

pacientes y su asociacion con factores prondsticos.

8.4.2 La hiperdiploidia se asocia con factores de mal prondstico para la
LLC

La otra conclusién importante de esta publicacion, es que las LLC con hiperdiploidia
contienen otros factores de mal prondstico, y posiblemente constituyan en si mismas otro
factor adicional de alto riesgo para la LLC, si bien la mayoria de nuestros casos debutaron

como estadios iniciales, segin la clasificacién de Binet.
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La mayor parte de los pacientes con hiperdiploidia (86%) necesitaron tratamiento en un
periodo de tiempo muy corto desde el diagnostico (1,4 meses), significativamente inferior al
del grupo control. Ademads, las respuestas al tratamiento fueron de escasa duracion (7 meses
de mediana), y una gran parte de los enfermos necesitaron recibir otras lineas de tratamiento
(mediana de 3). En consonancia, la SG de los pacientes con hiperdiploidia fue mas corta (66
meses) que la del grupo control (147 meses) (Figura 1, Capitulo 7) desde el momento del
diagnostico, aunque peor ain desde el momento en el que se detectd la hiperdiploidia (20
meses). En la mayoria de los sujetos, la hiperdiploidia se detect6 desde el diagndstico y solo
en un 29% de estos a consecuencia de la evolucion de la enfermedad y después de algiin

tratamiento.

Dentro de los factores de mal prondstico para la LLC se observé que todos los casos en
los que se disponia del estado mutacional presentaban un perfil de /IGHV no mutado (Tabla
2, Capitulo 7). No se pudo establecer una relacidn significativa entre el estado no mutado y
la hiperdiploidia en comparacion con el grupo control, probablemente por el nimero bajo de
casos hiperdiploides, aunque si una tendencia (P=0,05). En cuanto al FISH, se observé que
en el 57% de los casos se detectd alguna alteracion citogenética adicional, mayoritariamente
de riesgo alto. Con respecto al grupo control, en este caso si se detectd una asociacion

significativa entre 17p- y la hiperdiploidia (P=0,04) (Tabla 3, Capitulo 7).

Debido a la gran importancia que han demostrado las mutaciones de TP53 en la LL.C al
considerarse, quizas, el factor prondstico méas importante en esta enfermedad (49,69,198), se
tuvo la ocasion de analizar el estado de este gen en los pacientes de nuestro estudio con
hiperdiploidia. Asi, se detect6 un caso con TP53 mutado, sin 17p-. Por tanto, 3 de los 7 casos
con hiperdiploidia presentaron alguna alteraciéon de 7P53 (Tabla 2, Capitulo 7). La
asociacion entre las mutaciones de TP53 y los cariotipos hiperdiploides se ha comunicado
previamente en otras neoplasias hematoldgicas, aunque no en la LLC (199). Es ampliamente
conocido que las alteraciones de TP53 son eventos tardios en la evolucion de la enfermedad
y suelen ocurrir a consecuencia de evolucidon clonal o después de tratamientos (131).
Curiosamente, los 3 casos con alteraciones de 7P53 tenian una carga mutacional elevada, al
estar este clon en un porcentaje elevado de la poblacion patoldgica, y el clon hiperdiploide
en una poblacion menor. Este hecho sugiere que la hiperdiploidia puede ocurrir a
consecuencia de la inestabilidad gendmica producida por las alteraciones de TP53 e incluso

ser un evento aun mas tardio.

Este estudio presenta algunas limitaciones. Una de ellas es que debido a la proporcion

escasa de individuos con hiperdiploidia, no se puede asegurar que el mal prondstico
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observado en estos casos se deba claramente a esta alteracion, o sea un factor de confusion,
debido a las otras alteraciones de prondstico peyorativo presentes en estos pacientes
(mutaciones en TP53, FISH de alto riesgo o estado mutacional de /GHV no mutado). Pero,
sin duda, la mayor limitacién es la ausencia de citogenética convencional para confirmar el
cariotipo hiperdiploide, asi como excluir otras alteraciones adicionales que justifiquen un
cariotipo complejo. Lamentablemente, no se dispuso de esta informacion, ya que las guias
actuales de diagnostico y tratamiento de la LLC no la incluyen como una prueba a realizar
(9). De todos modos, se utilizaron los resultados de las alteraciones citogenéticas
determinadas mediante FISH para considerar los cariotipos hiperdiploides, ya que en todos
los casos se observaron las mismas ganancias en la misma proporcidén de células con la

alteracion.

Existe controversia acerca de si las ganancias cromosdmicas deben considerarse como
una alteracion mas a la hora de definir un cariotipo complejo en la LLC o no (120). En caso
afirmativo, dos de los casos de nuestra serie podrian considerarse entonces como cariotipos
complejos, alteracion ligada a un prondstico infausto en la LLC, como se ha mencionado en
capitulos anteriores de esta Tesis Doctoral (118). Por tanto, en los pacientes con LLC e
hiperdiploidia, tampoco se podria asegurar que el mal prondstico detectado se deba al
cariotipo complejo o hiperdiploide. Para aclarar esta premisa seria deseable contar con otros

estudios que incluyan casos hiperdiploides, preferiblemente con citogenética convencional.
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A continuacién, se presentan las principales conclusiones del presente trabajo:

e Los resultados de nuestro estudio reproducen que el estado mutacional del gen de las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas es uno de los marcadores prondsticos mas
potentes en la LLC. Es capaz de diferenciar dos subgrupos de pacientes diferentes: los
de perfil mutado (SG y TPT mejores, y asociacion con alteraciones citogenéticas de
buen prondstico) y los no mutados (SG y TPT peores y alteraciones citogenéticas de

mal prondstico).

e Las familias y los segmentos génicos de VH muestran una distribucion territorial
heterogénea, que en el caso de los pacientes de la region central y del noroeste de
Espaia, es similar a la de otros paises mediterraneos. Ademas, la identificacion del
uso de la familia VH y el segmento génico concreto aporta informacion adicional
acerca del curso clinico de los pacientes. En nuestra serie, los segmentos VH 1-69,
VH 3-11 y VH 5-51 se asociaron con mal prondstico. Debido a la baja representacién
de VH 3-21, no se pudo relacionar con prondstico malo, aunque si con el patrén

mutado de IGHYV.

e Los pacientes con LLC y trisomia 12 constituyen un subgrupo de enfermos con
pronostico intermedio y de caracteristicas heterogéneas. El porcentaje de células con
la trisomia es capaz de dividir dos subgrupos de pacientes con diferente SG y TPT, al
identificar a aquellos con un porcentaje > a 60% como de prondstico peor. Otras
variables que influyen tanto en la SG como en el TPT son el estadio clinico avanzado

segtn la clasificacion de Binet, y la delecién del cromosoma 11.

e Las alteraciones multiples determinadas mediante FISH se detectan en torno a un 15%
de los pacientes y la mayoria de ellas desde el diagndstico de la enfermedad. Existe
una predisposicion en los casos con 13g- a asociarse con 11g- y 17p-. La asociacién

de 11g- con 17p- es rara.

e Las alteraciones citogenéticas multiples confieren mal prondstico, probablemente por
la incidencia elevada de casos con 17p-, 11g- y FISH complejo. Dentro del grupo de
riesgo més alto, los casos con FISH-complejo son los de prondstico peor, seguidos de
17p- junto con otra anomalia. El unico subgrupo de prondstico mejor, dentro de los
casos con AM es el de 13g- con +12, cuyos pacientes se comportan mas como los

casos con +12 que 13g- como tnica anomalia citogenética.
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La hiperdiploidia detectada por FISH (ganancia de al menos 3 de las 5 sondas

utilizadas) es un hallazgo muy inusual en la LLC, con una prevalencia inferior al 1%.

Los pacientes con hiperdiploidia tienen otros factores de mal prondstico, como el
estado no mutado de IGHV, la existencia de alteraciones citogenéticas de riesgo alto
o la presencia de mutaciones de TP53. Como consecuencia, la SG y el TPT son mas

cortas respecto a los enfermos sin hiperdiploidia.
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ANEXO A — MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL
CAPITULO 5 (ARTICULO 2)

Table S1. Genomic aberrations assesed by FISH divided according to the percentage of
cells carrying +12.

FISH +12 <60% n=174 FISH +12 >60% n=115
Total other FISH aberrations 34 22
13g- (n=34) 17 17
17p- (n=11) 8 3
11g- (n=5) 4 1
11g- and 13g- (n=3) 3 0
17p- and 13g- (n=2) 2 0
17p- and 11g- (n=1) 0 1
Only +12 (n=233) 140 93

Figure S1. Kaplan-Meier curves for: time to first therapy (TTFT) in patients with +12 and
11g- (A); and overall survival (OS) in patients with +12 and 11q- (B).
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ANEXO B — MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL
CAPITULO 6 (ARTICULO 3)

Table S1. Number of cases with each combination of abnormalities belonging to the

complex-FISH subgroup.

Complex-FISH combination

Number of cases

13g-, 11g- and 17p-
13g-, 17p- and +12
17g-, 11g- and +12
13p-, 11g- and +12

4 abnormalities

12
6
5
4

1

Table S2. Time to first therapy for each subgroup of MA when they occurred at diagnosis.

Median
MA TTFT 95% CI P value

(months)

13q - and +12 53 42-64 0.1

+12 and 17p- 36 9-63

13q- and 11g- 27 12-41

Complex-FISH 37 6-67

13q- and 17p- 20 9-30

11q- and 17p- 6 0-27

+12 and 11q- 14 2-26

Table S3. Overall survival for each subgroup of MA when they occurred at diagnosis.

MA Median OS (months) 95%CI P value

13q - and +12 not reached not reached

+12 and 17p- not reached not reached

13q- and 11g- not reached not reached
Complex-FISH 41 27-54 0.01
13q- and 17p- 37 0-80

11q- and 17p- 43 25-60

+12 and 11q- 62 42-82
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ANEXO C — MATERIAL SUPLEMENTARIO DEL
CAPITULO 7 (ARTICULO 4)

Table S1. Univariate log rank analysis. A. Time to first therapy (TTFT). B. Overall Survival

(0S).
S1A
Variable Median TTFT (months) 95%CI P value

Hyperdiploidy Yes 1 0.1-1.8  0.003
No 53 53-73

Sex Male 59 47-71 0.3
Female 75 53-97

B symptoms Absent 73 56-89 <0.001
Present 2 1-26

Lactate dehydrogenase Normal 74 5790 <0.001
High 9 5-13

B2microglobulin Normal 106 84-127 <0.001
High 32 20-44

Binet stage A 94 72-116  <0.001
B 7 4-10
C 1 0.3-2

Rai stage 0 121 88-154 <0.001
1 27 19-34
2 8 3-13
3 0.3-2
4 1 0.1-2

Lymphadenopathy <3 areas 91 69-112 <0.001
> 3 areas 5 2-8

Splenomegaly Absent 83 61-104 <0.001
Present 6 0.9-11

Hepatomegaly Yes 11 0.1-21 <0.001
No 67 54-80

IGHV mutation status Yes 182 102-261 <0.001
No 31 24-38

17p- Present 10 1.5-18 <0.001
Absent 66 54-78
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S1B

Variable Median OS (months) 95%CI P value

Hyperdiploidy Yes 66 0-174  0.018
No 147 124-269

B symptoms Absent 162 122-202 <0.001
Present 64 47-80

Lactate dehydrogenase Normal 173 136-210 <0.001
High 74 61-87

B2microglobulin Normal 239 46-331 <0.001
High 94 68-120

Binet stage A 195 155-235 <0.001
B 77 51-103
C 40 19-70

Rai stage 0 275 138-412 <0.001
1 120 97-141
2 77 71-82
3 51 21-80
4 36 6-66

Lymphadenopathy <3 areas 195 140-249 <0.001
> 3 areas 76 65-87

Splenomegaly Absent 173 140-206 <0.001
Present 75 63-87

Hepatomegaly Yes 126 80-172 p=0.005
No 147 123-171

IGHV mutation status Yes 239 129-348 <0.001
No 123 97-148

17p- Present 51 33-69 <0.001
Absent 157 125-189
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Table S2. Multivariate Cox regression analysis. S2A. Time to first therapy (TTFT). S2B.

Overall Survival(OS).
S2A
Variable Hazard ratio 95%CI P value

Hyperdiploidy 2.5 0.5-11.2 0.2
Mutational status 3.3 2.2-5.1 <0.001
17p- 1.7 0.8-3.8 0.1
Advanced Binet stage 1.5 0.7-3.09 0.2
Advanced Rai stage 1.5 1.1-2.2  0.007
Absence B symthoms 0.2 0.1-0.4 <0.001
Hepatomegaly 4.7 2.2-10 <0.001
Splenomegaly 1.2 0.3-1.08 0.2
>3 lymph node areas 2.0 1.1-3.7  0.02
High pmicroglobulin 1.2 0.7-1.8 0.4
High LDH 0.9 0.5-1.7 0.8

S2B

Variable Hazard ratio 95%CI P value

Hyperdiploidy 0.3 0.07-1.8 0.2
Mutational status 2.6 1.4-5 0.002
17p- 5.6 2.4-12  <0.001
Advanced Binet stage 0.4 0.1-1.2 0.1
Advanced Rai stage 1.8 1.1-2.8 0.012
B symthoms 1.0 0.3-34 0.8
Hepatomegaly 3.0 0994 0.05
Splenomegaly 0.7 0.2-2.0 0.5
>3 lymph node areas 2 0.8-4.7 0.1
High B.microglobulin 1.9 1.0-3.6 003
High LDH 1.6 0.7-37 02
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