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Des de I'any 1990 la Unitat de Citogenetica del Servei d’Hematologia de I'Hospital
Germans Trias i Pujol (HGTIP), ha realitzat estudis citogenétics aplicats al diagnostic
d’hemopaties malignes de pacients diagnosticats a I’area sanitaria del Barcelonés
Nord i Baix Maresme. Al llarg dels anys altres centres han sol-licitat la realitzacio
d’estudis citogenetics dels seus pacients, i aixi doncs, I'any 2001 es comencen a
rebre mostres des de I'area del Tarragones (Hospital Joan XXIll) i des de la Regio
Sanitaria Terres d'Ebre (Hospital Verge de la Cinta de Tortosa). L’any 2003 el Servei
d’Hematologia de 'HGTIP s’adscriu a I'Institut Catala d’Oncologia (ICO), d’aquesta
manera s’inicia la recepcié de mostres des de les arees del Gironeés, Pla de I'Estany i
Selva Interior (Hospital Josep Trueta), i des de |I'Hospitalet i el Prat del Llobregat

(Hospital Duran i Reynals).

Les raons que han motivat a I'autora a dur a terme el treball de recerca han estat les

seglients:

e Durant aquests anys s’han recopilat més de 7000 estudis citogenetics de
pacients amb sospita o seguiment de neoplasia hematologica de quatre regions
sanitaries diferenciades geograficament.

e L'estudi citogenétic ha permes coneixer les caracteristiques del cariotip
d’aquells pacients diagnosticats de neoplasia hematologica: si era alterat o no, i
en el cas de que es tractés d’un cariotip alterat, quins cromosomes estaven
afectats i si es tractava d’un cariotip complex (amb multiples anomalies).

* La frequéncia de cariotips alterats segons els diferents tipus de neoplasia
hematologica, 'anomalia cromosomica i la definicié de cariotip complex han
estat ben estudiats i descrits en la literatura cientifica. Aquestes dades han
permes classificar diferents tipus de leucémia i de Sindromes Mielodisplastiques
(SMD), i han servit com a eina de diagnostic, per conferir un pronostic i en
alguns casos per decidir tractaments.

e La Leucémia Mieloide Cronica (LMC) es caracteritza per presentar la reordenacié
dels gens BCR-ABL1, que en el 95% dels casos es pot visualitzar en el microscopi

per una translocacié entre els cromosomes 9 i 22 [t(9;22)(q34;911.2)]. No
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obstant, entre el 5 10% de vegades s’observen translocacions variants [t(v;22)],
en les que a més a més dels cromosomes 9 i 22 estan implicats altres
cromosomes. Un altre fet que es constata és que la t(9;22)(q34;q11.2) pot anar
acompanyada d’altres anomalies citogenétiques, com sén la duplicitat del
cromosoma Ph, la trisomia del cromosoma 8 o del cromosoma 19, la pérdua del
cromosoma Y o la formacid d’un isocromosoma de bracos llargs del 17.
L’aplicacié de la técnica de FISH ha permes visualitzar microdelecions en el
cromosoma 9 derivatiu de la t(9;22)(q34;911.2), tant en la regié 5’ del gen ABL1
com en la regio 3’ del gen BCR.

Tant la Leucemia Mieloide Aguda (LMA) com la Leucémia Limfoblastica Aguda
(LLA) es poden diferenciar en dues categories; aquelles en que lI'anomalia
genetica fa que sigui una entitat propia, amb caracteristiques citologiques, de
marcadors fenotipics i comportament clinic ben definit, i aquelles leucemies que
es classifiguen segons la citologia i els seus marcadors cel-lulars, sense un
cariotip que les defineixi. Els cariotips de les leucemies, igual que en les SMD,
poden presentar una sola anomalia o multiples alteracions. Sovint els cariotips
complexos van associats en el cas de la LMA a formes de leucemia amb trets
displastics i en general a un mal pronostic.

La Leucémia Limfatica Cronica (LLC) és una entitat que és dificil d’analitzar a
nivell cromosomic. Mitjangant técniques convencionals es troben alteracions
entre un 40-50% de les mostres a causa del seu baix index mitotic i per la
dificultat que presenta alhora d’analitzar els cromosomes. Per contra, la técnica
de FISH permet detectar fins a un 82% de casos amb d’anomalies. Les
alteracions que s’observen amb més freqiéncia sén la perdua d'un fragment del
brac llarg del cromosoma 13 (13g14.3) (55%), delecions de 11g22.3 (18%), la
trisomia del cromosoma 12 (16%) i delecions de 17p13.1 (7%). Aquestes
anomalies poden presentar-se com alteracié unica o combinades entre elles,
essent la delecid 13g14.3 la que es presenta amb més freqliencia com anomalia
Unica (66% de les vegades), seguit de la trisomia 12 (42%), la delecié 11g22.3
(33%) i per ultim la delecié 17p13.1 (17%). Totes les delecions solen tenir una

presentacid monoal-lélica a excepcié de la regid 13q14.3 que en el 24% de les
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vegades és bial-lelica o concomitant (monoal-lelica i bial-l&lica).

Les SMD sén un conjunt d’entitats hematologiques, moltes vegades dificils de
diagnosticar. El resultat de I’estudi citogenétic ajuda al citoleg a confirmar el seu
diagnostic. Les anomalies que s’observen amb més freqlieéncia sén les delecions
del brag llarg del cromosoma 5, del cromosoma 7 i del cromosoma 20, trisomia
del cromosoma 8, pérdua del cromosoma 7 o del cromosoma Y. La majoria de
les vegades es tracta de cariotips amb una sola anomalia, perdo d’altres, el

cariotip pot presentar més de dues o tres alteracions.

Els estudis citogenétics realitzats al laboratori d’Hematologia de I'HGTIP (ICO
Badalona), al llarg dels anys, han fet pensar que s’obtenien més cariotips

alterats i complexos segons si la mostra venia d’una regio sanitaria o d’una altra.

Amb aquest motiu es va iniciar el treball de recerca que es descriu a continuacio
com a tesi doctoral, amb 'objectiu d’esbrinar si existien diferéncies de cariotip

entre les diferents regions sanitaries, en les leucémies i les SMD.
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1.1. Epidemiologia de les Leuceémies i Sindromes Mielodisplastiques

Les hemopaties malignes formen un grup de malalties heterogenies que es
diferencien per la seva diversitat respecte la incidéncia, la seva etiologia i el seu
pronostic. Factors genetics, socio-economics, estil de vida, agents ocupacionals,
medi ambientals o infeccions han estat identificats com a factors de risc per a

desenvolupar una leucémia o una sindrome mielodisplastica (SMD).

1.1.1. Incidéncia

Les leucémies sén I'onzena neoplasia més freqiient en el mén en el cas de les dones
i el nove en el cas dels homes (figura 1). La seva distribucié arreu del mon varia
segons el pais i el grau de desenvolupament d’aquest: entre els paisos
desenvolupats s’observa una taxa crua d’incidéncia® entre 8 i 14,8 casos nous per
cada 100.000 habitants a I'any, en el cas d’Europa entre 8 i 13, i en el cas de Nord
Ameérica i Australia entre 14,2 i 14,8. Per contra, en els paisos en vies de
desenvolupament com son el sud i part central d’Ameérica, s’observa una incidéncia
entre 4,6 i 5,5 per cada 100.000 habitants a I’'any semblant a I’Asia de I’est, de I'oest
i del Pacific (4,3 — 5,5), i finalment, entre els paisos menys desenvolupats ens
trobem amb unes taxes bastant inferiors entre 1,6 i 2,9 per cada 100.000 habitants

a I'any (Asia central, sud d’Asia i Africa en general) (figura 1 - 2).

Figura 1. Estimacié de la taxa estandarditzada per edat (ASR)® per 100.000 habitants i any

per sexe, entre els 20 cancers més freqiients en els paisos desenvolupats i en expansid.

®Taxa crua d’incidéncia: és el nombre de nous casos d’una hemopatia observats durant un periode
de temps.

® Taxa d’incidencia estandarditzada per edat: taxa crua d’incidencia que tindria la poblacié si la seva
distribucio per edat fos igual a la de la poblacié amb la qual s’esta comparant la incidencia.
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Figura 2. Estimacio de les taxes crues d’incidéncia de les leucémies per 100.000 habitants i
any, per a totes les edats i els dos sexes: s’ha dividit i assignat un color en 5 agrupacions
tenint en compte el rang total de valors: les cinc agrupacions s’han calculat agafant la

diferéncia entre el maxim i el minim i dividint en cinc anys.

Estimated crude incidence rate per 100,000
Leucemia: both sexes, all ages

=15 <70 <105 M<14.1 W<116
CLOBOC AN 2006 AR - 11152018

Imatge treta de http://globocan.iarc.fr

Fins a I'actualitat, ha estat dificil trobar taxes d’incidéncies reals en els diferents
tipus de leucémies. La majoria d’estudis poblacionals d’hemopaties malignes estan
agrupats segons si sén limfoma de Hodgkin vs no Hodgkin, hemopatia aguda vs
cronica o hemopatia limfoide vs mieloide. Aix0 es deu als canvis constants dels
sistemes de classificacio.

Des de la introduccié de les SMD en la classificacié de I'OMS (2001) (Jaffe,
International Agency for Research on Cancer et al. 2001) llavors considerada per
primera vegada com una malaltia clonal, fins a I'actual classificacié basada en les
diferents eines de diagnostic, com la citologia, I'immunofenotip i la genetica, s’han

perfilat i classificat 145 entitats de neoplasia hematologica (Swerdlow, International
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Agency for Research on Cancer 2008) . El consens entre especialistes ha permes
crear millors registres i poder comparar els diferents tipus de leucémies. Existeixen
dos grans programes, “the Surveillance, Epidemiology and End Results program”

(SEER) (http://seer.cancer.gov) liderat per “US National Cancer Institute” (NCI) i el

“Cancer Registry based project on Haematologic Malignancies” (HAEMACARE)

(http://www.haemacare.eu) financat per la Unid Europea, i la col-laboracio dels

registres europeus del cancer. Tot i aixi en el projecte europeu hi ha representat tan
sols un 30% de la poblacié europea (anys 2000 i 2002) (Sant, Allemani et al. 2010) .
En general es troben resultats semblants entre els dos projectes: les hemopaties
limfoides son més freqlients que les mieloides, amb dues la seva incidéncia
incrementa constantment amb |'edat excepte per la leucémia limfoblastica aguda
(LLA) i son més freqilients en I’home que en la dona (Matasar, Ritchie et al. 2006,
Yamamoto, Goodman 2008, Sant, Allemani et al. 2010).

En el programa SEER observen que les taxes d’incidéncia estandarditzades per edat
(ASR) (per 100.000 i any) per totes les hemopaties limfoides son més altes en els
Estats Units (EEUU) que les trobades a Europa (33,42 vs 24,50), amb grans
diferéncies en el limfoma difus de cél-lula gran B (6,80 vs 3,13) i la leucémia
limfatica cronica (LLC/SBLL) (5,10 vs 3,79). Per contra, a les hemopaties mieloides no
hi ha tanta diferéncia (7,55 vs 6,63): per la LMA hi ha unes taxes de ASR de 3,93 a
EEUU vs 2,96 a Europa i per la LMC 1,72 vs 0,92. Respecte les SMD la seva incidéencia
és bastant més elevada a EEUU que a Europa (3,48 vs 1,24), fet que ve justificat per
la baixa aportacié dels casos de SMD en alguns dels centres de registre europeus,
sobretot en paisos de la part de I'est d’Europa. Les SMD han estat considerades no
malignes fins el 2001, afecten principalment a gent gran i segons criteris propis de
cada pais o per pocs recursos economics aquests casos no estan reportats. Per tant
una causa de la possible diferencie entre Europa i EEUU, o entre paisos Europeus
podria ser per la diferent taxa de diagnostic (Matasar, Ritchie et al. 2006,
Yamamoto, Goodman 2008, Sant, Allemani et al. 2010, Visser, Trama et al. 2012) .
La baixa incidencia d’hemopatia a I'Europa de l'est coincideix amb les dades
publicades per la base de dades GLOBOCAN “Estimated cancer incidence, mortality

and prevalence worldwide” (http://globocan.iarc.fr) i, com s’ha dit, es veuen
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justificats per la no aportacid de les dades en els registres d’aquells pacients

diagnosticats d’hemopaties en edats avancades (figura 3) (Sant, Allemani et al.

2010) .

Figura 3. Taxes d’incidéncia estandaritzades per grup d’edat (per 100.000 habitants i any)

i tipus d’hemopatia durant els anys 2000-2002, segons les dades de 44 registres del cancer

Europeus (HAEMACARE): (A) hemopatia limfoide, (B) hemopatia mieloide (Sant, Allemani

et al. 2010) .
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B Myeloid malignancies
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Imatge treta de Sant et al. (2010)

Per les hemopaties en general, com succeeix amb els tumors solids, I'acumulacié de
danys en I’ADN i la disminucié de la resposta immunitaria amb I'edat, suggereix que
siguin la causa de I'augment de la incidéncia de les hemopaties en la poblacié d’edat
avancada, a excepcid de la LLA, que té el pic maxim d’incidéncia entre els 0 i els 14
anys. La LLA ha estat relacionada a factors de risc com sén I'exposicid a camps
electromagneétics, o I'exposicié a benze i altres hidrocarburs originats durant el
trafic rodat, que han afectat durant la vida intrauterina i durant la infantesa,
mitjancant la seva resposta a antigens en la vida prenatal o primerenca (Steffen,
Auclerc et al. 2004, Weng, Tsai et al. 2008, Brosselin, Rudant et al. 2009, Weng, Tsai
et al. 2009, Rudant, Clavel et al. 2010, Keegan, Bunch et al. 2012) . Igualment pares
fumadors han estat significativament associats a nens amb LLA, limfoma de Burkitt i

leucemia mieloide aguda (LMA) (Rudant, Menegaux et al. 2008) (figura 4).
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Figura 4. Taxes d’incidéncia especifiques per grups d’edat® (per 100.000 habitants i any) i
tipus d’hemopatia durant els anys 2000-2002, segons les dades de 44 registres de cancer

Europeus (HAEMACARE): (A) hemopatia limfoide, (B) hemopatia mieloide.
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Imatge treta de Sant et al. (2010)

“ Taxa d’incidéncia especifica per grup d’edat: nous casos diagnosticats en un periode determinat per
franges d’edat definides.
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La incidencia de les hemopaties malignes és en general més baixa en les dones que
en els homes (Yamamoto, Goodman 2008, Cook, Dawsey et al. 2009, Ferlay, Parkin
et al. 2010, Sant, Allemani et al. 2010) . Aquest fet és ben conegut i pot ser en part
per I'exposicid inferior a factors de risc ocupacionals i medi ambientals en el cas de
les dones. Aixi doncs, si considerem el risc incrementat de neoplasia limfoide i
mieloide en agricultors exposats a pesticides i herbicides (Merhi, Raynal et al. 2007)
, en treballadors de la industria que utilitzen formaldehids (Beane Freeman, Blair et
al. 2009) , i aquells exposats a dioxines (Pesatori, Consonni et al. 2009) s’observa
gue la majoria de treballadors en aquests sectors sén homes. L'alta prevalenca de
fumadors i consumidors d’alcohol també podria contribuir en I'alta incidéncia de
totes les hemopaties en general en el sexe masculi (Battaglioli, Gorini et al. 2006,
Gorini, Stagnaro et al. 2007, Geyer, Morton et al. 2010) . S’ha hipotetitzat que hi ha
un mecanisme universal en 'home que fa que sigui més susceptible als factors de
risc, com a conseqiiencia de diferencies hormonals i genétiques entre els dos sexes
(Cook, Dawsey et al. 2009, Costas, Casabonne et al. 2012) .

També s’han realitzat estudis segons I’poblaciéd, en la poblacié nord americana s’ha
observat que les leucemies que son més freqlients en I'adult, LMA, leucémia
mieloide cronica (LMC) i LLC, la poblacié hispanica presenta unes taxes d’incidéncia
inferiors a la de la poblacié no hispanica caucasica o fins i tot a la de la poblacio
d’origen africa (LMA i LLC). Per contra, els nens hispanics presenten unes taxes
d’incidencia molt més elevades de LLA que la resta de poblacié nord americana.
Aquestes dades han de ser valorades dintre del context socio-econdmic, com en el
cas de la LLC, una malaltia sovint indolent i que es diagnostica moltes vegades com
una troballa casual; la poblacié d’origen africa i hispanica tenen menys recursos i
menys accés a serveis sanitaris, aquest fet podria justificar la freqliencia més alta en
la poblacié caucasica no hispanica (Matasar, Ritchie et al. 2006, Yamamoto,
Goodman 2008) . Tot i aixi la LLC es la leucémia amb la taxa d’incidéncia més alta en

el mén occidental i per contra en els paisos asiatics és un tipus de leucémia poc

“Poblacié: comunitat humana definida per criteris culturals o linglistics.
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freqlient, aquest fet suggereix I'existéncia d’una predisposicio de base genetica

diferent entre poblacions (Shvidel, Shtarlid et al. 1998, Ruchlemer, Polliack 2013) .

1.2. Etiologia

Les leucemies i les SMD sén malalties que es donen com a resultat de la interaccid

entre el medi ambient, el genoma, epigenoma i proteoma (figura 5).

Factors endogens

S'ha postulat que el cancer ha d'exhibir un fenotip mutador (mutacions en diferents

gens que normalment funcionen per mantenir la integritat genética) ja que hi ha

una diferéncia gran entre la baixa frequéncia de mutacions espontanies i el gran

nombre de mutacions trobades en els tumors: gens candidats serien els gens de

I'ADN polimerases®, els gens de reparacié de I’ADN o els gens involucrats en la

segregacio cromosomica’ (Minamoto, Mai et al. 1999, Jackson 2002) .
Mutacions germinals®: constitueixen la base de la predisposicié d'una
persona donada a un determinat tipus de cancer. Els amplis esforcos per
identificar els gens del cancer a través d'analisis genetiques i la seva
vinculacid, i les dades acumulades del projecte del genoma huma ens han
proporcionat una creixent llista de gens que estan mutats en la linia
germinal. Fins al moment, les mutacions de linia germinal trobades en més
de 20 gens diferents han estat reportades com a trets hereditaris que
incrementen la susceptibilitat al cancer. Entre ells es troben les mutacions
germinals del gen PAX5 en la LLA (Okamoto, Ogawa et al. 2010) . Les
persones amb antecedents familiars (cancer familiar de mama o la sindrome
de Li Fraumeni) o aquelles que tenen segones neoplasies malignes sovint
presenten mutacions en la linia germinal.
Polimorfismes" en els gens: El polimorfisme d’un gen es deu a mutacions

esporadiques com a conseqliencia de processos exogens i endogens. En la

°ADN polimerases: proteina enzimatica encarregada de duplicar les cadenes d'ADN durant la
replicacid. Les ADN polimerases catalitzen la polimeritzacié dels dNTPs (desoxirribonucleotids)
juntament amb una cadena d’ADN que actua de plantilla durant la replicacié de I’ADN.

fSegregacic’> cromosdémica: separacio dels dos membres de cada parella de cromosomes homolegs
durant la meiosi/mitosi.

#Mutacié germinal: mutacié que afecta a la linea germinal que pot ser transmesa pels gametes a la
descendencia, i per tant, perpetuar-se a la poblacién.

" Polimorfisme genétic: variacié en la seqliencia de nucleotids del genoma.
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majoria dels casos son mutacions degudes a canvis menors en la seqiiéncia
de nucleotids de la regid codificant, aixi com també en la regidé 5' 0 3', i sén
suficients per alterar I'expressio o I'estabilitat, tant de ’ARN com a nivell de
proteina. Els principals polimorfismes funcionals estudiats han estat
d’aquells gens que codifiquen per a enzims associats amb la regulacié redox
(reaccié de reduccié-oxidacid)' i la desintoxicacié, com és el cas del glutatié
S-la transferasa i dels isoenzims del citocrom P450 (Ye, Song 2005,

Dahabreh, Giannouli et al. 2010) .

Factors exogens:
Els factors de risc coneguts que juguen un rol important en la etiologia de les
leucemies i les SMD son: I'exposicid a radiacions ionitzants, les infeccions virals, el
benze, i altres carcinogens quimics emprats en tractaments quimioterapics com sén
els agents alquilants (Bizzozero, Johnson et al. 1966, Cooper, Kamel et al. 1996,
Pobel, Viel 1997, Kayser, Dohner et al. 2011, Metz-Flamant, Samson et al. 2012,
Schnatter, Glass et al. 2012, Morton, Dores et al. 2013, Parodi, Crosignani et al.
2013). En part I'exposicio a factors de risc medi ambiental va lligat a I'estil de vida i a
la professié de cada un dels individus, com el fet de fumar, el consum de greixos o
I'estres (Terry, Shore et al. 2005, Gorini, Stagnaro et al. 2007, Geyer, Morton et al.
2010) . Per un altre cantd, la ingesta de fibra, antioxidants i I’exercici redueix cert
risc a desenvolupar cancer (Minamoto, Mai et al. 1999, Yamamura, Oum et al.
2013). La influéencia de I'estil de vida i ocupacid laboral i del medi ambient fa que es
trobin diferéncies entre poblacions i entre regions geografiques (Pukkala, Martinsen
et al. 2009, Heyn, Moran et al. 2013, Heyn, Moran et al. 2013) .

Carcinogens quimics i fisics: els carcindogens son freqlientment capagos de

provocar canvis tant genetics i epigenetics i es poden dividir en dos grups:

agents que danyen I'ADN i que indueixen mutacions somatiques, i canvis

' Reacci6 redox: reaccié quimica en la qual hi ha una transferéncia electronica entre els reactius,
donant lloc a un canvi en els seus estats d'oxidacio pel que fa als productes. EIl metabolisme implica
centenars de reaccions redox. Aixi, el catabolisme ho constitueixen reaccions en qué els substrats
s'oxiden i els coenzims es redueixen. Per contra, les reaccions del’anabolisme sén reaccions en que
els substrats es redueixen i els coenzims s'oxiden. En el seu conjunt, catabolisme i anabolisme
constitueixen el metabolisme.
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post transduccionals que afecten la conformacié i / o l'activitat de les
proteines claus reguladores del cicle cel-lular.

Els canvis en el primer grup (és a dir, les mutacions somatiques) sén
permanents, mentre que els del segon grup (post-transduccional) sén
transitories, com a conseqiencia de la limitada vida util d'una proteina
donada. Tots dos tipus poden alterar el creixement o mort cel-lular.
Existeixen diferents tractats on hi consten llistats d’agents carcinogénics
basats en estudis poblacionals. Segons el “Cancer Working of the
Collaborative on Health and the Environment“(UnivMassachusetts) (Clapp,
Jacobs et al. 2008) els agents ocupacionals i medi ambientals més
relacionats amb I'origen de les leucemies son:

- Radiacions ionitzants.

- Butadie present en la inddstria i maneig de gomes, oxid d’etileé que és
utilitzat com a esterilitzant, desinfectant i pesticida i com a materia primera
en la fabricacié de resines, pel-licules i anticongelants.

- Metalls i dioxines

- Benze que s'utilitza com a intermediari en els productes del plastic, resines
i algunes fibres sintetiques i del nilo, també utilitzat per a fabricar algunes
classes de gomes, lubricants, detergents, farmacs, pesticides i colorants.
També es troba en el petroli, benzina i en el fum de les cigarretes.

Existeixen altres productes amb indicis de ser factors de risc carcinogenic:
pesticides en general (Merhi, Raynal et al. 2007), radiacions no ionitzants
(Cooke, Laing et al. 2010) , dioxid de nitrogen que es troba en la
contaminacié pel trafic rodat (Weng, Tsai et al. 2008, Weng, Tsai et al. 2009),
formaldehid utilitzat en la fabricacié de desinfectants i conservants (Beane
Freeman, Blair et al. 2009) i els tinys en les perruqueries (Clapp, Jacobs et al.
2008) .

Infeccions i malalties autoimmunes: Les infeccions viriques en nens
(xarampid), particularment quan I'exposicid és abans dels 6 anys, estan
lligades a desenvolupar una leucémia en I'etapa adulta (Cooper, Kamel et al.

1996, Parodi, Crosignani et al. 2013) . Aquestes troballes suggereixen que
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certes condicions immunitaries podrien ser un desencadenant per el
desenvolupament de la leucemia. Els mecanismes podrien deure’s a una
predisposicio genética o a un efecte del tractament de la infeccid o la propia

malaltia autoimmunitaria (Landgren, Gridley et al. 2007) .

Figura 5. Esquema de la interaccid entre factors endogens i exogens en la leucemogénesi:
la leucemogenesi es produeix per interaccié entre les mutacions en gens de la linia germinal
(dona un risc o predisposicié a desenvolupar una leucémia), factors medi ambientals i les

seves diferents dianes cel-lulars tant en el genoma, en I'epigenoma com del proteoma.
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Factors interns i/o externs provoquen alteracions genetiques que interfereixen en
I’equilibri normal de la proliferacié cel-lular, supervivencia i diferenciacid, originant
la leucemia o les SMD. Moltes d’aquestes alteracions es fan evidents amb les

anomalies cromosomiques.
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1.2. Citogenética en Leucémies i Sindromes Mielodisplastiques

1.2.1. Generalitats de les Anomalies Cromosomiques

Fa 50 anys que Nowell i Hungerford van descriure un cromosoma petit detectat en
cultius de medul-la dssia de pacients amb LMC que es va anomenar cromosoma
Filadelfia (Ph’). L'any 1970 Prieto et al van definir que aquest cromosoma
corresponia al cromosoma 22, i a I'any 1973 Rowley et al, amb técniques de bandeig
cromosomic (bandes G), van observar que era resultat de la translocacié entre els
cromosoma 9 i 22 [t(9;22)(g34;911.2)]. El descobriment del cromosoma Ph’ va
marcar l'inici de la citogenética de les neoplasies hematologiques. Posteriorment, es
van identificar altres alteracions, com la t(8;14)(q24;q932) en el limfoma de Burkitt o
la t(15;17)(922;912) en la leucémia promielocitica aguda. A partir d'aquest moment,
I'analisi citogenética va adquirir una gran importancia en I'estudi de les neoplasies i,
sobretot, de les hemopaties malignes. Els avengos registrats en aquest camp,
complementats amb les técniques d’hibridacié in situ per fluorescencia (FISH) o més
recentment I'aplicaci6 de plataformes de matrius de CGH/SNP (comparative
genomic hybridization/single nucleotide polymorphisms), han permes identificar
subgrups clinics associats amb canvis cromosomics especifics i, en moltes ocasions,
els gens implicats. Les anomalies cromosomiques han estat i continuen sent de gran
utilitat per diagnosticar la malaltia, en el seu seguiment, en el prondstic i, en casos
concrets, permeten oferir al pacient un tractament especific en funcié del canvi
genetic. Per aquest motiu, en I'actualitat, és impensable abordar el diagnostic d’una
neoplasia hematologica sense realitzar I'estudi citogenetic. Cal una estreta
col-laboraci6 entre els citogenetistes, els hematolegs i altres professionals implicats
en el diagnostic, per a interpretar el significat i el valor del canvi cromosomic trobat

en un pacient (Hernandez, Granada et al. 2011) .

La citogenéetica convencional es basa en la visualitzacié dels cromosomes segons el

patré de bandes G per a la realitzacié del cariotip. Comporta un cultiu cel-lular i
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I'obtencid de metafases. Aquesta técnica proporciona una visio global del genoma i
permet detectar alteracions cromosomiques numeriques i estructurals. No obstant
aixo, entre les seves principals limitacions cal destacar la dificultat en I'obtencié de
metafases de les cel-lules neoplasiques i la seva baixa resolucid, que no permet la
deteccio d'alteracions genétiques que afectin a regions de tamany inferior a 10 Mb.
La tecnica de FISH permet detectar i localitzar seqiiéncies especifiques d'acids
nucleics (ADN o ARN) sobre preparacions cromosomiques, frotis de medul.la dssia o
de sang, i en empremtes de teixit com pot ser de gangli, com també sobre talls de
teixits que han estat parafinats. Es un complement de la citogenética convencional

gue supleix part de les seves limitacions.

1.2.2. Conseqiiéncies de les Alteracions Cromosomiques en les Neoplasies
Hematologiques

1.2.2.1. Reordenacions Cromosc‘)miquesj

Les translocacions, inversions i insercions son anomalies que es troben amb
frequencia en les leucemies, i hi ha evidencies que algunes d’aquestes soén
esdeveniments primerencs en la leucemogenesi (reordenacions del gen MLL en
nens diagnosticats de LLA)

Com a conseqiéncia d’'una reordenacid cromosomica pot esdevenir: |.- una
anomalia que acaba formant un gen de fusid, per la fusié de dos gens, amb una
activitat anomala per el funcionament correcte de la cél-lula (més freqlients en LLA,
LMA i LMC). La formacié d'un gen de fusié déna lloc a I'expressié d'una proteina
guimeérica amb una activitat nova o modificada. En la majoria dels casos, només un
dels dos gens fusionats presenta una funcid aberrant que contribueix a Ia
patogenesi dela leucemia. Il.- o una alteracié que provoqui una desregulacid de
I’expressid d’un gen per la juxtaposicié d’un gen intacte davant del promotor d’un
altre gen (més freqiient en els limfomes) (figura 6).

Figura 6. Esquema de les reordenacions cromosomiques principals que s’observen en la

leucémia: A.- translocacié; intercanvi de material cromosomic entre dos o més

'Reordenacions cromosdmiques: intercanvi de material cromosdmic entre cromosomes diferents o
dintre del mateix cromosoma.
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cromosomes. B.- inversid pericentrica; gir de 1802 d’una regié de cromosoma on sempre
implica el centromer. C.- inversié paracentrica; gir de 1802 d’una regié de cromosoma en un
dels seus bracgos. D.- insercid; regié d’un cromosoma que s’insereix en una regié d’un altre

cromosoma.
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A.- Translocacio: t(3;21)(q26.2;q22.1), present en leucémies relacionades amb tractaments previs

E

B.- Inversi6 pericéntrica: inv(3)(p12q26)
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C.- Inversi6 paracéntrica: inv(3)(p21926), LMA amb reordenaci6 dels gens RPN1-EVI1
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D.- Inserci6: ins(3;3)(q26;921q26), LMA amb reordenacié dels gens RPN1-EVI1
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Les conseqliencies funcionals de les diferents reordenacions cromosomiques quan
s’ha format un gen de fusié poden conduir a: I. I'expressidé d'una proteina quimeérica
amb activitat constitutiva de tirosina cinasa: la proteina transfereix un grup fosfat a
un residu de tirosina d’una proteina, la fosforilacié és una funcié important de la
transduccio de senyals que regulen I'activitat enzimatica. Les tirosines cinases tenen
funcions mediadores de la regulacié del cicle cel-lular i per tant provoquen un
trastorn proliferatiu clonal. Il. I'expressié d'una proteina quimeérica que provoca una
activitat transcripcional aberrant, lll. o |'expressid d'una proteina quimeérica que
intervé en la repressio de la transcripcidé mitjancant el reclutament de proteines que
modifiquen la cromatina. Per altra banda existeixen reordenacions cromosomiques
gue juxtaposen elements reguladors especifics, com sén els promotors de gens a les
seqlencies codificadores d’oncogens. Aquest tipus d’anomalia es dona en el
limfoma de Burkitt amb la t(8;14)(g24;932). L'oncogen MYC localitzat en el
cromosoma 8g24 queda sota control de I'activitat del promotor del gen de les
cadenes pesades de les immunoglobulines localitzat en el cromosoma 14qg32 (figura

7) (taula 1) (Frohling, Dohner 2008) .

Figura 7. Conseqiiencies funcionals de les reordenacions cromosomiques: A. activitat
constitutiva d’una proteina quimeérica amb activitat tirosina cinasa, representada per la
translocacié 1(9;22)(q34.1;q11.2). B. expressié d'una proteina quimerica que provoca
activitat transcripcional aberrant, representada per la t(11;22) del sarcoma d’Ewing. C.
expressio d'una proteina quimérica que intervé en la repressio de la transcripcio,
representada per la translocacié t(15;17)(q22;q12) en la leucémia promielocitica aguda. D.
sobreexpressié d’un oncogen per la juxtaposicié d’aquest al promotor dels gens de les
immunoglobulines o dels gens dels receptors T, representat per la translocacid
t(8;14)(g24;932) del limfoma de Burkitt, per juxtaposicid del promotor del gen IGH (14q32)
amb la seqiiencia codificant del gen MYC (8g24).
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of chromatin-

modifying

Imatges tretes de Froiling et al (2008) (Frohling, Dohner 2008)
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Taulal. Exemples de reordenacions cromosomiques i els gens implicats en les neoplasies

hematologiques.

Canvi Genetict Gen de Fusio Malaltia

Formaciod de gens quimerics

Tirosina Cinases

del(4)(q12q12) FIP1L1-PDGFRA Neoplasia Mieloide Cronica amb
Eosinofilia

t(5;12)(g31-g32;p13) PDGFRB-ETV6 Neoplasia Mieloide Cronica amb
Eosinofilia

t(9;22)(q34;q11.2) BCR-ABL1 LMC
LLA

Factors de Transcripcid

t(1;22)(p13;913) RBM15-MKL1 LMA Megacarioblastica
t(7;11)(p15-p14;p15.5) NUP98-HOXA9 SMD

LMA
t(8;21)(922;q922) RUNX1-RUNX1T1 LMA
t(9;11)(p22;q923) MLL-MLLT3 LMA
t(12;21)(p13;922.3) ETV6-RUNX1 LMA
t(15;17)(922;912) PML-RARA LMA Promielocitica
inv(16)(p13.11g22.1) CBFB-MYH11 LMA

Gens estructuralment normals amb expressié aberrant

t(12;13)(p13;912.3) ETV6-CDX2 LMA

t  “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) (versié 36.3;

www.ncbi.nlm.nih.gov / MapView)

1.2.2.2. Alteracions Cromosomiques Desequilibrades

Les anomalies cromosomiques desequilibrades poden classificar-se en dos grans
grups, guanys o perdues de material genomic. Els guanys inclouen la trisomia
completa o parcial d’'un o més cromosomes i I'amplificacié intracromosomica o

extracromosomica, que poden ser identificades a nivell citogenétic com a regions
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tenyides homogeniament (HSR) o cromosomes diminuts (dmin)k, respectivament.
Les perdues inclouen monosomies completes i delecions grans o submicroscopiques

(figura 8, 9).

Figura 8. Esquema de guanys cromosomics: A.- trisomia, preséncia de tres cromosomes,
B.- trisomia pacial del cromosoma 8 representat per un isocromosoma 8ql0, C.-
amplificacié del gen RUNXI1 representat per una regié tenyida de forma homogeénia, D.-

amplificacio del gen MYC representat per cromosomes doble diminuts.

GUANYS
A.- Trisomia: +8 B.- Isocromosoma: i(8)(g10)

C.- Amplificacié del gen RUNX1 (21921) C.- Amplificacié del gen MYC (8q24)

* Regid de tinci6 uniforme 2 Diminuts doble;ﬂ%

14 12 Fﬂ% .
; '

12

“HSR i dmin: s6n regions cromosomiques formades a partir de I'amplificacié d’un gen, com el MYC
en els limfomes o els gens MLL i RUNX1 en les leucémies.
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Treta de http://atlasgeneticsoncology.org/index.html
Figura 9. Esquema de pérdues cromosomiques: A.- monosomia, preséncia d’'un sol

cromosoma homoleg, B.- delecié d’una regié d’'un cromosoma.

A.- Monosomia -7 B.- Delecié: del(5)(g11.2931)

1332
131

13 13

1z 12
1.2

55 H
36 a8

o]
7 34

i1

Els guanys i les perdues genomiques sorgeixen com a conseqiiencia de la no
disjuncio cromosodmica' o de translocacions no balancejades. Nombrosos exemples
de guanys i perdues a gran escala estan associats a diferents tipus de leucemies i
SMD (taula 2). Cada anomalia implica multiples gens i el coneixement de les seves
funcions segueix sent una incognita. Un cami per identificar-los és tipificar els que
estan alterats a nivell d’ARN i de proteina, assumint que una expressio

incrementada d’aquestes correspon a I'amplificacid dels gens.

| ~: - . ) . . . . .
Disjuncié cromosémica: separacio dels cromosomes homolegs durant la meiosi.
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Taula 2. Exemples d’alteracions cromosomiques no equilibrades.

Canvi Genetict Gen Malaltia
Guanys en el Genoma

Anomalies on es coneix el gen implicat

dup(6)(g22-923) MYB LLA
amp(11)(g23) MLL LMA
amp(13)(gql12.3) CDX2 LMA
amp(21)(g22.3) RUNX1 LMA

Anomalies on es suposa que hi ha gens implicats pero no es coneixen

+8 ? SMD
LMA
+12 ? LLC
Pérdues en el Genoma
Anomalies on es coneix el gen implicat
del(5)(g32) RPS14 SMD
del(7)(p13-p11.1) IKZF1 LLA Ph’
del(9)(p13) PAX5 LLA
del(11)(g22-923) ATM LLC
del(12)(p13) ETV6 LMA
LLA
del(17)(p13.1) TP53 Hemopaties Malignes

Anomalies on es suposa que hi ha gens implicats perd no es coneixen

del(5q) ?
del(6q) ?
del(7q) ?
del(20q)

t  “National Center for Biotechnology

www.ncbi.nlm.nih.gov / MapView)

SMD
LMA
LLC

SMD
LMA
SMD
LMA

Information”  (NCBI) (versid

36.3;
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La majoria de perdues gendomiques contribueixen a la transformacié maligna
mitjancant la preséncia de gens supressors de tumors™ de les regions
cromosodmiques afectades, la inactivacié d’un sol al-lel" o la inactivacié de gens que
no codifiquen proteines, si no que contenen gens que codifiquen per a microARN®.
Aguests gens codifiquen ARN petits involucrats en la regulacié post transcripcional
de I'expressid dels gens (sintesi de proteines), i hi ha una evidéncia creixent que la
perdua de microARN especifics amb activitat supressora de tumors pot contribuir a

la leucemogenesi (Albano, Anelli et al. 2010, Smonskey, Block et al. 2012) .

1.2.3. Leucémies i Sindromes Mielodisplastiques

1.2.3.1. Leucémia Mieloide Cronica, BCR-ABL1 positiva

La LMC es troba dins del grup de les neoplasies mieloproliferatives i es caracteritza
per la fusid dels gens BCR-ABL1 en el genoma de la cél-lula mare de la medul-la
oOssia. La troballa principal en el moment de I'aparicié de la LMC és una leucocitosis
neutrofilica i la preséncia del cromosoma Filadelfia o t(9;22)(q34;q11.2). L'evolucio
natural de la malaltia sense un tractament és en dues o tres fases: fase cronica (FC),
seguit d’una fase accelerada (FA) i/o una crisi blastica (CB) (Swerdlow, Organizacion

Mundial de la Salud et al. 2008).

Incidéncia: La taxa crua d’incidéncia de LMC és de 1-2 casos per cada 100.000
habitants i any, representa el 11-15% de les leucémies dels adults, amb una
incidéncia més alta en els homes que en les dones (1,23 vs 0,98) (Sant, Allemani et
al. 2010) . La malaltia pot presentar-se en qualsevol edat, essent I'edat mitja de
presentacio entre els 50 i els 60 anys (figura 10). S’ha observat que poden existir

diferéncies entre poblacions; el grup d’estudi HAEMACARE descriu que la incidéncia

™ Gen supresor de tumors: gens que es troben en ’ADN de la cél.lula en estat no tumoral, normalment
inhibeixen la proliferacié excesiva de la cél.lula. Una mutacié o una delecid del gen supresor
incrementa el risc de que es produeixi un tumor, en perdre la seva funcid.

" Al.lel: cadascuna de les variants en la seqiiéncia d’un gen i que es manifestara en modificacions en la
funcié d’aquest gen.

° microARN: ARN monocatenari petit (21-25 nucleotids).
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de la LMC és més alta en el sud d’Europa que en el nord (1,16 vs 0,9). Semblaria
doncs que la poblacié llatina podria tenir una major tendéencia a desenvolupar LMC
(Sant, Allemani et al. 2010) . Les dades presentades per l'Institut Nacional del
Cancer de nord Ameérica sota el programa SEER mostren una taxa d’incidencia en la
poblacié gran caucasica de 1,42 vegades superior a la de la poblacié hispanica
(p<0,001) i 1,22 vegades superior a la de la poblacié d’origen africa (p=0003)
(Matasar, Ritchie et al. 2006, Yamamoto, Goodman 2008). La poblacié asiatica
presenta una taxa d’incidéncia inferior a la dels paisos occidentals i a més a més

afecta a una poblacié més jove (Au, Caguioa et al. 2009)

Figura 10. Taxes d’incidencia especifiques per grups d’edat (per 100.000 habitants i any)

de malalts diagnosticats de LMC i LMA a Europa entre els anys 2000 i 2002

Acute and chronic myeleid leukaemia

18
15
12

a W m o

Age-specific rate per 100,000

3 1

8= jcute myelcid leukasmia
——  Chronic myelgid leukasmia

55-64

45-54
65-74
75-00

Imatge treta de Sant et al. (2010)

Etiologia: Els factors de risc externs descrits per a desenvolupar una LMC han estat
entre d’altres I'exposicié a dosis altes de radiacié ionitzant com sén els efectes de
les bombes atomiques durant la segona guerra mundial o I'accident de la central
nuclear de Txernobil i de Fukushima o secundaries a tractament de primeres
neoplasies amb radioterapia (Corso, Lazzarino et al. 1995, Aguiar 1998, Kamada
2001, Bauduer, Ducout et al. 2002, Matsuda, Kumagai et al. 2013) . L’exposicio a
nivells alts de productes relacionats amb el butadié (gomes sintétiques) també

comportaria més risc a desenvolupar LMC (Clapp, Jacobs et al. 2008) . En un estudi
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cas-control on analitzen la associacié entre |'exposicié laboral, hobbies i estils de
vida i la presentacio a la LMC, es va observar que hi ha una certa associacié de la
malaltia amb els dissolvents organics (benze) i I'exposicidé a camps magnétics de
baixa freqtiencia (Bjork, Albin et al. 2001, Descatha, Jenabian et al. 2005).

Alteracio citogeneética i valor pronostic: El diagnostic citogenétic de la LMC es basa
en la presencia de la translocacio t(9;22)(g34;911.2); com a conseqiiéncia d’aquesta
translocacio es deriva I'anomenat cromosoma Filadelfia [der(22)t(9;22)] (Ph’). En un
5% dels casos aquesta nova disposicié genetica només és detectable per técniques
de FISH o tecniques moleculars (reaccié en cadena de la polimerasa — PCR). La
translocacio uneix el segment 3’ del gen ABL1 localitzat en el cromosoma 9g34.1 a
la regid 5’ del gen BCR localitzat en el cromosoma 22q11.2. D’aquesta manera es
crea un gen hibrid BCR-ABL1 que alhora es transcriu en un ARN missatger quimeéric.
El punt de trencament del gen BCR és gairebé sempre en el cluster de trencaments
més gran M-BCR (major breakpoint cluster region) (entre els exons 12- 16); en
aquest cas la proteina alterada que es sintetitza té un pes molecular de 210 kd,
anomenada p210°<**® En comptades ocasions el punt de trencament del gen BCR
també pot succeir en la regié u-BCR (entre els exons 17-20) i que codifica per una

proteina de fusi® més gran anomenada p230 "%

. Els pacients amb aquesta
proteina presenten una maduracié neutrofilica i una trombocitosi destacades.
Finalment, els trencaments en una tercera regié anomenada menor o més petita m-
BCR (entre els exons 1-2), esdevenen en la formacid d’una proteina de fusid de
p190 BR"B (figura 11). La proteina p190 ***B s’observa en una proporcid petita
de pacients conjuntament amb la proteina p210 *®*8 En alguns casos, molt rars,

es pot observar solament la proteina p190 ®¥**®" |lavors la LMC es caracteritza per

un increment en el nombre de monaocits (figura 11).
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Figura 11. Representacié dels gens BCR i ABL1 amb els seus punts de trencament i la

formacio de les tres proteines de fusié (Woessner, Florensa et al. 2000) .

ABL b la a2 all

BCR

M-BCR | | pBCR
m-BCR 5
b1lb2bpB b4l b5 c¢lc2c3| c4
el az2 all
ela? pl1l90 LAL
T T TT |
el bl b2 a2 all
el3a2 (b2a2) p210 LMC
T T |
el blb2b3a2 all
elda? (b3a2) p210 LMC
T T TTTTI |
el clc2c3 a2 all

el9a2 (c3a2) p230 LMC variante

Imatge treta de Woessner et al (2000)

Com a consequéncia de la fusi6 BCR-ABL1 que és la responsable de I|’activacid

constitutiva de diverses vies de senyal de transduccid s’adquireix una activitat
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tirosina cinasa alterada. Aquest fet es tradueix en la desregulacio de la proliferacié
cel-lular, la reduccié d’adheréncia a I'estroma de la medul-la dssia, i una resposta
defectuosa de I'apoptosi.

La t(9;22)(q34;q911.2) provoca inestabilitat genetica i el resultat de la fusié BCR-ABL1
causa l'adquisicio d’anomalies cromosomiques addicionals i mutacions, amb Ia
consequient progressido a FA i CB de la LMC.

Les opcions de tractament pels pacients en FC de LMC al llarg del temps han estat
hidroxiurea®, interferé a® i transplantament de cél-lules mare, amb resultats no del
tot satisfactoris. El coneixement en profunditat d'aquesta alteracié genética ha
permes dissenyar farmacs amb activitat anti tirosina cinasa (imatinib mesylate),
base de l'actual tractament de la LMC, que han millorat de manera notoria la seva
supervivencia. Imatinib mesylate competeix amb I’ATP per unir-se al domini cinasa
de la nova molecula BCR-ABL1, aixi impedeix la fosforilacié del residu de tirosina en
el seu substrat. La interrupcié de la senyal oncogeénica en aquesta via és molt
efectiva pel control de la malaltia, sobretot en la FC. No obstant I'emergéncia de
subclones de cel-lules progenitores leucemiques amb mutacions puntuals no
permet la unié de l'inhibidor en el domini cinasa, i aix0 pot produir resisténcia al
farmac, sobretot en FA i CB. Per aix0, es segueixen desenvolupant farmacs de
segona generacio per poder inhibir els dominis associats a diferents mutacions, com
soén nilotinib i dasatinib (Baccarani, Deininger et al. 2013) .

Translocacions variants: Durant la FC, un 5-10% dels casos presenten translocacions

variants a la t(9;22)(g34;911.2), on a més a més dels cromosomes 9 i 22 estan
implicats un tercer o quart cromosoma [t(v;22)] (Albano, Anelli et al. 2010,
Fabarius, Leitner et al. 2011, Marzocchi, Castagnetti et al. 2011, Bennour, Ouahchi
et al. 2012) . No s’ha observat que sigui un factor de risc amb valor pronostic
(Baccarani, Deininger et al. 2013) .

Micro-delecions del cromosoma 9 derivatiu [der(9)t(9;22)]: L’aplicacié de la técnica

de FISH ha permés identificar delecions de 100 o més kilobases en la regio adjacent

P Hidroxiurea: farmac sintétic utilitzat com a antineoplasic, que actua en la fase de sintesi de la
cél.lula.
% Interferd alfa: citocina que activa el sistema immunitari per reconeixer les cél.lules tumorals.
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al punt de fusido dels gens ABLI-BCR en el cromosoma 9 derivatiu de la
t(9;22)(q34;911.2) (10-25%). La variabilitat en la freqiéncia de presentacié de
microdelecions ve donada per la sonda de FISH utilitzada (Bennour, Ouahchi et al.
2012) . Normalment implica una pérdua de seqiéncies tant de la regié 9g34.1 com
de la regié del cromosoma 22q11.2 translocat. Les delecions es produeixen en la
regid 3’ del punt de trencament BCR i/o 5’ del punt de trencament ABLI. Es suposa
gue les microdelecions del der(9)t(9;22) succeeixen en el moment que es produeix
la translocacid, ja que totes les metafases analitzades porten la delecido i no
s’observen mosaics (Herens, Tassin et al. 2000, Sinclair, Nacheva et al. 2000, Huntly,
Reid et al. 2001, De Melo, Milojkovic et al. 2008) . La preséncia de la delecié pot ser
un marcador pronostic independent, en aquells pacients tractats amb hidroxiurea,
interferé-a o transplantament de progenitors hematopoeétics. Els pacients sense la
delecié presenten una mitjana de supervivencia significativament superior als
pacients que la presenten (88 mesos vs 38 mesos) (Huntly, Reid et al. 2001). Amb
els tractaments actuals d’inhibidors de tirosina cinasa no s’ha demostrat que
mostren un pitjor pronostic (Sinclair, Nacheva et al. 2000, Huntly, Reid et al. 2001,
Huntly, Bench et al. 2002, Kim, Popradi et al. 2008, Quintas-Cardama, Kantarjian et
al. 2011, Bennour, Ouahchi et al. 2012, Baccarani, Deininger et al. 2013) .

Alteracions secundaries a la t(9;22)(q34;911.2): Aproximadament un 3-7% de

pacients presenten la t(9;22)(q34;9q11.2) acompanyada d’altres anomalies
citogenétiques en FC, en un 30% dels casos en FA i en el 80% de CB (Luatti,
Castagnetti et al. 2012, Fabarius, Leitner et al. 2011) . La freqiieéncia més baixa ha
estat en un estudi xines (3%) (Mu, Ma et al. 2012) . Les anomalies que acompanyen
al cromosoma Ph’ que s’han vist amb més freqiieéncia en FA o CB es consideren dins
del grup anomenat de ruta major i sén: la péerdua del cromosoma Y, dos
cromosomes Ph’, trisomies dels cromosomes 8 i 19, i la presencia d'un
isocromosoma de bracos llargs del 17 [i(17)(gq10)]. La resta d’anomalies es
consideren englobades en una ruta menor com son la monosomia del cromosoma
7, perdua del brac llarg del cromosoma 20 [del(20)(q11)], trisomia del cromosoma
21 o la translocacid t(3;21)(q26;922). Sembla ser que la preséncia d’anomalies

secundaries podria anar més associada al sexe masculi a causa basicament de la
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freqliencia en que es veu la pérdua del cromosoma Y i que presenten un
percentatge més elevat de blastos. En la transformacid a CB s’adquireixen en un
80% de les vegades anomalies secundaries a la t(9;22)(q34;q11.2), pero la base
molecular de la transformacié no es coneix molt bé. Han estat identificats en un
subgrup petit de pacients amb de CB canvis moleculars: mutacions o delecions de
7P53, P16™" de la proteina del retinoblastoma, i mutacions o sobreexpressié de
RAS i EVI1. No obstant no es coneix quines anomalies cromosomiques secundaries
fan progressar rapidament a CB (Huntly, Reid et al. 2001) . La preséencia
d’anomalies secundaries és un signe de progressio de la malaltia, i les anomalies
considerades dins de la ruta major s’associen a una supervivencia més curta i a una
rapida progressié a la FA o CB (Fabarius, Leitner et al. 2011, Luatti, Castagnetti et al.
2012, Baccarani, Deininger et al. 2013) .

1.2.3.2. Leucémia Mieloide Aguda

La LMA segons I'OMS 2008 (Swerdlow, International Agency for Research on Cancer
2008) la podem dividir entre diferents grups: a.- aquelles que es caracteritzen per
presentar alteracions genetiques definides per trets morfologics, immunologics
especifics i amb significat pronostic, b.- LMA amb canvis mielodisplastics, c.-
neoplasies mieloides relacionades amb tractaments previs i d.- un altim grup que
englobaria totes aquelles leucemies mieloides que no estiguin incloses en les
categories anteriors.

Incidéncia: Representa un 29% de les leucemies i la taxa crua d’incidencia a Europa
és de 3,7 casos per cada 100.000 habitants i any, amb una incidéncia superior en els
homes (4 vs 3,4), que presenta un augment significatiu amb I’edat (figura 10) (Sant,
Allemani et al. 2010, Visser, Trama et al. 2012) . S’han observat diferéncies
poblacionals en el projecte SEER i el registre NAACCR; essent superiors en la
poblacié caucasica, seguit de l'asiatica i la poblacid d’origen africa (Yamamoto,

Goodman 2008) .

Etiologia: S’han descrit els segilients factors medi ambientals: exposicio al benze en

els treballadors relacionats amb la indUstria del calcat i del cuir, de petroquimiques,
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exposicié cronica a radiacions ionitzants, al tabac, a dissolvents organics apart del
benzé o tractaments previs amb quimioterapia (Ciccone, Mirabelli et al. 1993,
Albin, Bjork et al. 2000, Bjork, Albin et al. 2001, Terry, Shore et al. 2005, Descatha,
Jenabian et al. 2005, Keegan, Bunch et al. 2012, Strom, Oum et al. 2012, Metz-
Flamant, Samson et al. 2012, Saberi Hosnijeh, Christopher et al. 2013) . Per contra,
sembla ser que el consum de verdures, peix i fruits secs podrien prevenir de la

leucémia (Yamamura, Oum et al. 2013) .

Alteracions citogenétiques i valor pronostic:

Les alteracions més freqlientment observades en la LMA poden variar en funcié de
la localitzacié geografica: s’ha descrit que la t(15;17)(q22;912)/PML-RARA de la
leucemia aguda promielocitica que es troba amb major freqiiencia en la poblacio
llatina, mentre que la t(8;21)(922;922)/RUNX1-RUNX1T1 s'observa amb més
freqgliencia en la poblacié japonesa (Sierra, Alonso et al. 2006) . També s’observen
diferencies en la distribucié de les anomalies cromosomiques recurrents segons la
franja d’edat: la incidéncia de cariotips alterats és menor en l'adult que en els
pacients pediatrics diagnosticats de LMA de novo (55% vs 76%), les translocacions
gue impliquen el gen MLL localitzat a 11923, sén 4 vegades més freqlients en els
nens que en els adults, la t(1;22)(p13;q13)/OTT-MAL s'associa a la leucémia
megacarioblastica i és gairebé exclusiva de nens amb edats inferiors als 2 anys. Per
contra, la translocacid (15;17)(g22;q12) i la t(8;21)(q22;922), les dues anomalies
més freqlents en els adults joves (<65 anys) i nens grans, no s’observen en nens
menors d'un any. En canvi la t(3;3)(921;926) o la inv(3)(g21926)/RPN1-EVI1, que es
detecten en el 2% dels adults, mai es presenten en pacients diagnosticats de LMA
de novo d'edats inferiors a 12 anys (Hernandez, Granada et al. 2011) .

L'any 1983 un comite d’experts va presentar el primer gran estudi prospectiu i
multicéntric que va definir el cariotip com a factor pronostic independent en la LMA
(Chromosomal abnormalities and their clinical significance in acute lymphoblastic
leukemia. Third International Workshop on Chromosomes in Leukemia. 1983) . Des
de llavors molts estudis han confirmat aquest fet. Sobre la base dels resultats del

cariotip al diagnostic, s'han definit tres grups citogenetics de risc: favorable,
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intermedi i advers (Byrd, Mrozek et al. 2002, Grimwade, Hills et al. 2010, Medeiros,
Othus et al. 2010) . Una de les anomalies de risc favorable és la t(15;17)(q22;q12),
en que el tractament amb acid holo transretinoic en combinacié amb quimioterapia
s'obté una elevada taxa de curacions. La resta de les LMA es tracten amb
guimioterapia intensiva i/o transplantament de progenitors hematopoétics. La
inv(16)(p13922) i la t(8;21)(g22;922) que pertanyen al grup de risc favorable,
presenten supervivéncies globals als 5 anys superiors al 50%. Per contra, la
inv(3)/t(3;3), la monosomia o delecié de 5q, 7q i 17p, translocacions de 11g23
(excepte la t(9;11)(p21-22;923) i la t(11;19)(g23;p13)), la t(9;22)(934;q11.2) i els
cariotips complexos de més de >3 alteracions s'associen a mal pronostic, amb una
supervivencia global als 5 anys properes al 10%. La resta d’anomalies i el cariotip
normal es consideren de risc intermedi (Grimwade, Hills et al. 2010, Mrozek,

Marcucci et al. 2012) .

1.2.3.3. Leucémia Limfoblastica Aguda

La LLA és una neoplasia de cel-lules limfoides immadures i com succeeix en les LMA,
segons I'OMS 2008 es classifiquen en una serie d’entitats amb anomalies
genetiques recurrents i amb perfils clinics i fenotipics ben definits:
t(9;22)(934;911.2), t(v;11923), t(12;21)(p13;922), t(5;14)(931;932),
t(1;19)(g23;p13.3), hiperdiploidia i hipodiploidia; més dos grups que no presenten
alteracions  genétiques  recurrents amb  perfils  concrets: leucémia
limfoblastica/limfoma B i leucémia limfoblastica/limfoma T (Swerdlow,

Organizacion Mundial de la Salud et al. 2008) .

Incidéncia: La taxa crua d’incidéncia a Europa és de 1,28 — 1,6 casos per cada

100.000 habitants a I'any, que representa un 14% de les leucémies (RW.ERROR -
Unable to parse: ) (Sant, Allemani et al. 2010) amb una incidéncia superior en els

homes (1,44 vs 1,12), i que varia segons el grup d’edat: en nens de menys de 14
anys la incidéencia observada és de 4, després disminueix fins a valors inferiors a 1

en els 44 anys i posteriorment s’incrementa fins arribar a poc més de 1 en la gent

64



d’edat avancada (figura 13) (Marcos-Gragera, Vilardell et al. 2006, Sant, Allemani et
al. 2010) . Dades semblants s’observen en la poblacié nord americana. Com en les
LMA la incidéncia també varia depenent de la poblacid, essent més freqlient en la
poblacié caucasica i asiatica que en la poblacié d’origen africa (tant en adults com
en nens). Respecte la poblacio hispanica, la incidéncia és superior que en la poblacid
no hispanica (2,88 vs 2,21 en els homes i 2,05 vs 1,47 en les dones) (Matasar,

Ritchie et al. 2006, Yamamoto, Goodman 2008) . (RW.ERROR - Unable to parse: )

Figura 13. Taxes d’incidencia especifiques per grup d’edat (per 100.000 habitants - any)
de malalts diagnosticats de LLA entre els anys 2000 i 2002 a Europa.
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Etiologia: els factors de risc que s’han descrit associats a la LLA sén la infeccid pel
virus HTVL-1 en les LLA de tipus T, o el xarampid en edats primerenques (< 5 anys),
I’exposicid a radiacions ionitzants i al benze. Treballadors de laboratoris quimics,
I'estil de vida com és el consum de tabac en progenitors durant I'embaras i
posteriorment durant la vida del nadd van lligats a I'aparicié de LLA (Pobel, Viel
1997, Gorini, Stagnaro et al. 2007, Rudant, Menegaux et al. 2008, Brosselin, Rudant

et al. 2009, Rudant, Clavel et al. 2010, Metz-Flamant, Samson et al. 2012, Keegan,
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Bunch et al. 2012, Parodi, Crosignani et al. 2013) . També s’han descrit LLA
secundaries a tractament a primeres neoplasies (Shivakumar, Tan et al. 2008) i s’ha
descrit la possibilitat d’heredar polimorfismes genétiques que siguin susceptibles a

desenvolupar una LLA en els nens (Sherborne, Hemminki et al. 2011) .

Alteracions citogenétiques i valor pronostic: S'observen cariotips alterats entre un
64% i un 85% de pacients adults diagnosticats de LLA, i en un 90% de LLA
pediatriques. Tot i tenir un percentatge elevat de pacients amb cariotip alterat,
aquests venen representats per una amplia diversitat d’anomalies, la majoria de les
quals associades a caracteristiques cliniques propies. La variabilitat principal és la
distribucié del tipus d’anomalia cromosomica en les diferents franges d’edat i el seu
pronostic (figura 14, 15) (Moorman, Harrison et al. 2007, Pullarkat, Slovak et al.
2008, Moorman, Chilton et al. 2010, Matteucci, Barba et al. 2010, Ribera, Garcia et
al. 2012) :

La translocacid t(12;21)(p13;922) representa el 25% dels pacients pediatrics pero és
infreqlient en els adults. Aquesta translocacid és sensible a dosis altes
d’asparraginasa i s’associa a bon pronostic. Es considera que és forma durant el
desenvolupament del fetus.

La hiperdiploidia de 51-65 cromosomes representa entre el 25-30% dels pacients
pediatrics mentre que en els pacients adults només s’observa en un 10%. S’associa
a un pronostic favorable i la majoria de trisomies o tetrasomies son dels
cromosomes X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 i 21.

La hipodiploidia es divideix en dues categories; hipodiploidia de 30-39 cromosomes
qgue representa el 3-5% dels pacients adolescents i adults i poc freqlient en nens.
S’associa a mal pronostic i les monosomies que s’observen amb més freqiiéncia son
dels cromosomes 3, 7, 15, 16 i 17. En aquests casos es pot duplicar-se la clona,
trobant-se en I'estudi citogeneétic clones de 60-78 cromosomes. La quasi haploidia
seria el segon grup amb un nombre inferior a 30 cromosomes, s’observa en un 1%
dels pacients pediatrics, mai en lactants o adults. S’associa a molt mal pronostic.

La translocacio t(4;11)(q21;923) i altres reordenacions del gen 1123 (MLL) es

poden detectar fins a un 70% de lactants diagnosticats de leucémia aguda, en nens
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d’un any la seva incidéncia és molt baixa pero es va incrementant lleugerament amb
I'edat. També és una de les reordenacions que es creu que pot ser produida durant
el desenvolupament del fetus. S’associa a mal pronostic en lactants i en general se
la considera de risc advers. La translocacio t(1;19)(g23;p13) s’observa en un 3-5%
dels pacients independentment de |'edat. Actualment es considera de pronostic
estandard. La translocacié del 14932/IGH@ s’observa en un 5% dels pacients
adolescents i adults joves. S’associa a mal pronostic. Lamplificacié
intracromosomica del cromosoma 21 (iAMP21) representa un 3-5% dels nens grans,
infreqient en nens menors de 5 anys i adults majors de 20 anys. S’associa a mal
pronostic. La translocacido t(9;22)(g34;q11.2) representa el 2% dels pacients
pediatrics, el 20% en els pacients adults joves i fins un 40% dels pacients majors de
40 anys. S’associa a mal pronostic, pero actualment amb els inhibidors de tirosina
cinasa la supervivencia és superior.

Respecta les LLA de fenotip T sempre han estat dificils d’analitzar per citogenética
convencional, moltes vegades s’obtenen cariotips normals o no creixement. Les
reordenacions més freqlients sén aquelles que impliquen els gens dels receptors de
les cél.lules T: TCRa/6 (14911), TCRB (7q34) i TCRy (7p14). La LLA-T solament
representa un 15% de les LLA pediatriques i un 25% de les LLA de l'adult i les

reordenacions genétiques no han estat ben definides a nivell pronostic.

Figura 14. Distribucio de les anomalies cromosomiques de la LLA segons la franja d’edat.

67



Introduccio

100% —w—
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30% ki
5
20% c:.‘-”;
& h
10% 3 ﬁfh_
0% 5
; : &
-
:
g ¥
8 O]
&
Imatge treta de P
o
(2013) o
2
&0 1
MNumber at risk
Std 110 63
Poor 31 16
) 23 12

44
&
=]

3 4 5 6 T 8 8 10

Years from dagnosis
I/ RN T OB 1B € 14 12
8 3 3 2 2 12 1 1
3 3 2 2 2 i i i

— &
. PODT
----- &2}

Harrison

Figura 15. Representacié grafica de la supervivencia global dels tres grups de risc

citogenetics de pacients adults diagnosticats de LLA segons el protocol de tractament

UKALLXII/ECOG2993: les anomalies cromosomiques incloses en el grup d’alt risc sén la

t(4;11), translocacions 14932, hipodiploidies i cariotip complex de >4 anomalis; els cariotips

inclosos en el grup de risc estandard son la resta de pacients; els casos amb la t(9;22) es

consideren grup a part.
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Imatge treta de Moorman et al (Moorman, Chilton et al. 2010)

1.2.3.4. Leucémia Limfatica Cronica

La LLC és una proliferacié6 monoclonal de limfocits B, CD5, CD23 positius, petits,
monomorfics, que la majoria estan en fase Gg del cicle cel-lular. La seva vida mitjana
és molt llarga i s"acumulen en I'organisme, preferentment en els ganglis limfatics,
medul-la Ossia i sang periférica. Formen centres de proliferacié en els teixits
infiltrats, conjuntament amb prolimfocits i paraimmunoblastos. Es produeix una
acumulacié de limfocits CD5 positius els quals eviten I'apoptosi a causa de la
sobreexpressio de gens antiapoptotics de la familia de les proteines Bcl-2.

En abséncia d’afectacié extra medul-lar s’han de presentar xifres perifériques de
limfocits superiors a 5x10° /L i és necessari que la limfocitosis que es detecti com a
minim durant tres mesos.

Els limfocits de la LLC poden originar-se al mantell perifol-licular (limfocits B verges)
o podrien ser limfocits de memoria que han experimentat hipermutacions
somatiques de les regions variables del gen de les cadenes pesades de les
immunoglobulines, quan passen pel centre germinal (Woessner, Florensa et al.

2000, Swerdlow, Organizacién Mundial de la Salud et al. 2008) .

Incidéncia: La LLC és la leucemia de I'adult més freqlient en els paisos occidentals,
representant un 36% del total; per contra, és rara en els paisos orientals. A occident
les taxes d’incidencia sén entre 2 i 6 casos per 100.000 habitants i any, les quals
incrementen amb |'edat per arribar a la xifra de 12,8 casos cada 100 000 habitants i
any als 65 anys (figura 16). Es més freqiient en els homes que en les dones (5,87 vs
4,01) (Swerdlow, Organizacion Mundial de la Salud et al. 2008, Yamamoto,

Goodman 2008, Sant, Allemani et al. 2010, Ruchlemer, Polliack 2013) .
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Figura 16. Taxes d’incidéncia especifiques per grup d’edat (per 100.000 habitants i any)

dels malalts diagnosticats de LLC entre els anys 2000 i 2002 a Europa.
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Etiologia: La propensio a generar cel-lules B clonals ja ha estat adquirida en |'estadi
de cél-lula mare hematopoetica (Kikushige, Ishikawa et al. 2011) . No hi ha factors
de risc evidents que demostrin la seva implicacié en l'etiologia de la LLC. No
obstant, esta considerada una de les hemopaties relacionada amb una historia
familiar de cancer. En families estudiades s’han identificat 22 loci susceptibles de
generar LLC (Slager, Caporaso et al. 2013). Un altre factor que sembla ser important
en la génesi de la LLC son les vies que modulen el sistema immunitari, i la possible
relaci6 de diferents tipus d’estimulacié antigénica (infeccions, malalties
autoimmunes i estats inflamatoris cronics i al.lergies), com és el cas del virus de
I"hepatitis C (Landgren, Gridley et al. 2007) . A nivell laboral s’ha constatat que el fet
de treballar en laboratoris quimics, en la industria del petroli, en I'agricultura o en
granges incrementa el risc de patir una LLC (Descatha, Jenabian et al. 2005, Saberi

Hosnijeh, Christopher et al. 2013) .

Alteracions citogenétiques i valor pronostic: La LLC és la leucemia més freqlient en
I’adult i té un curs clinic molt variable; alguns pacients moren als pocs mesos del seu

diagnostic, mentre que altres poden viure més de 20 anys. Els sistemes d’estadiatge
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clinics més utilitzats (Zwiebel, Cheson 1998) no poden preveure el risc de
progressid de la malaltia per cada individu, ni la seva supervivéncia quan
I’estadiatge del pacient és baix. Per aquest motiu hi ha hagut un interés creixent en
el coneixement de les anomalies cromosomiques que podrien identificar grups de
pacients amb unes caracteristiques cliniques i pronostiques concretes. El 1980 es
comencen a realitzar estudis citogenétics mitjangant I'estimulacié de les cél-lules
amb mitogens com és el TPA (phorbol 12-myristate 13-acetate). Es van trobar
alteracions cromosomiques per técniques de citogenetica convencional en un 40-
50% dels pacients, amb la técnica de FISH es detecten fins a un 82% de casos amb
anomalies, aix0 es deu al seu baix index mitotic i a una morfologia dels cromosomes
dificil d’analitzar. Mitjangant la técnica de FISH les alteracions que s’observen amb
més freqliencia son la delecié del brag llarg del cromosoma 13q14.3 (D13S319),
delecions de 11g22.3 (ATM), la trisomia del cromosoma 12 i delecions de 17p13.1
(TP53). La freqliencia de cada una d’aquestes anomalies dependra de la situacio
clinica del pacient en el moment en que es fa I'estudi citogenetic. Aixi doncs, la
delecié 13q14.3 es pot trobar entre un 48-59% dels casos, la delecié 11g22.3 entre
un 10-32%, la trisomia del cromosoma 12 entre un 11 i un 18%, i la delecié 17p13.1
entre un 3-27% (Zenz, Mertens et al. 2008) . Aquestes anomalies poden presentar-
se com alteracid Unica o combinades entre elles, sent la delecié 13g14.3 la que es
presenta amb més freqiiencia com anomalia Unica (66% de les vegades), seguit de
la trisomia 12 (42%), la delecid 11922.3 (33%) i per ultim la delecié 17p13.1 (17%).
Totes les delecions tenen una presentacié mono al-lélica a excepcid de la regid
13q14.3 que en el 24% de les vegades és bi al-lelica o concomitant (mono al-lélica i
bi al-lelica). Aquestes anomalies estan incloses entre els diferents parametres
predictius de supervivencia conjuntament amb I'estat mutacional de les IgH,
I'expressié de ZAP70 i de CD38, el temps de duplicacid de la xifra de limfocits
inferior a 12 mesos, i els valors de la beta 2 microglobulina, timidina kinasa, i CD23
en sérum. Sembla ser que les delecions de TP53 o d’ATM son les Uniques anomalies
citogenetiques que poden tenir un significat pronostic respecte la supervivencia
global o la supervivencia lliure de progressié (Woyach, Ruppert et al. 2011, Oliveira,

de la Banda et al. 2011) . Els pacients amb delecié 13q14 es caracteritzen per ser
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d’edat avancada i s’associa a bon pronostic, el casos que presenten trisomia 12 com
a Unica anomalia es caracteritzen per ser LLC atipiques morfologicament, els casos
amb pérdua d’ATM normalment es s’associa a homes joves i amb adenopaties pero
gue responen al tractament. Finalment les perdues de TP53 es caracteritza per

presentar-se en estadis avancats i amb un mal pronostic (figura 17).

Tot i que la incidencia de la LLC és inferior en els paisos asiatics sembla ser que té la
mateixa freqliiencia d’anomalies citogenetiques, amb algunes variacions depenent
de les series publicades (Tsukasaki, Lohr et al. 2006, Qiu, Xu et al. 2008, Lai, Huang
2011).

Figura 17. Probabilitat de supervivéncia des del moment del diagnostic en les cinc
categories cromosomiques: la mitjana de supervivencia per el grup de del(17p), del(11q),
+12, cariotip normal i del(13q) com anomalies Uniques sén de 32, 79, 114, 111 i 133 mesos

respectivament (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000) .
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Imatge treta de Dohner et al (2000) (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000)

1.2.3.5. Sindromes Mielodisplastiques

Les SMD soén un grup de malalties clonas que s’originen en una cel-lula mare
hematopoetica. Es caracteritzen per presentar una o més citopénies a sang
periferica, displasia en una o més de les tres séries mieloides, hematopoesi ineficag,
presencia de blastos fins a un 19% a la sang o a la medul-la oOssia i risc de

transformacié a LMA (Swerdlow, Organizacion Mundial de la Salud et al. 2008) .

Incidéncia: La taxa crua d’incidéncia a Europa és de 1,82 casos per cada 100.000
habitants i any, amb una incidéncia més alta en els homes (2,03 vs 1,62), i una
preséncia més elevada en majors de 60 anys (figura 12) (mediana de 70 anys, 76% >
60 anys) (Sant, Allemani et al. 2010, Visser, Trama et al. 2012) . Tot i aixi la
incidéncia incrementa fins a 3,78 casos per cada 100.000 habitants I'any quan les
dades son tretes d’un sol registre com és el cas de Diseldorf (Ma, Does et al. 2007,
Neukirchen, Schoonen et al. 2011) . En els paisos asiatics la poblacié que presenta
SMD es 10 anys més jove que la del paisos occidentals (Kuendgen, Matsuda et al.

2007, Matsuda, Germing et al. 2010) .

Figura 12. Taxes d’incidéncia especifiques segons el grup d’edat (per100.000 - any) de
malalts diagnosticats de SMD entre els anys 2000 i 2002 a Europa (Sant, Allemani et al.
2010).
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Etiologia: Les SMD poden presentar-se de novo o amb una historia previa a
exposicid a quimioterapia o radioterapia (Mauritzson, Albin et al. 2002) . Les
possibles causes de SMD primaries inclouen, exposicid a dissolvents organics com el
benze, productes quimics agricoles (pesticides, herbicides o fertilitzants), tabac o
una historia familiar de neoplasies hematologiques o s’ha suggerit I'exposicio a
camps electromagnétics (Ciccone, Mirabelli et al. 1993) . Algunes sindromes
hereditaries, com I'anémia de Fanconi, la disqueratosi congenita, la sindrome de
Shwachmann-Diamond o la sindrome de Diamond-Blackfan presenten més risc de
desenvolupar una SMD (Strom, Gu et al. 2005, Irons, Lv et al. 2005, Du, Fryzek et al.
2010, Lv, Lin et al. 2011, Schnatter, Glass et al. 2012, Goldin, Kristinsson et al. 2012)
. Per un altre canté, individus amb certs polimorfismes genetics en I'enzim glutatio-
S-transferasa sén susceptibles a I'exposicié de leucemogens com els metalls pesants
o el benze (Dahabreh, Giannouli et al. 2010, Kritikou-Griva, Spyropoulou-Vlachou et

al. 2012) .

Alteracions citogenetiques i valor pronostic: Les SMD son entitats dificils de
diagnosticar i la deteccio d'alteracions citogenetiques permet definir la clonalitat del

procés i ajuda al diagnostic. Els pacients amb SMD presenten alteracions
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cromosomiques entre un 45% i un 50% (Sole, Luno et al. 2005, Pozdnyakova,
Miron et al. 2008, Wang, Wang et al. 2010, Schanz, Tuchler et al. 2012) , essent les
anomalies més freqlients en el mon occidental, com alteracid uUnica, la delecié del
brac llarg del cromosoma 5 (5% — 6,4%), la trisomia del cromosoma 8 (3% - 5,8%) i la
monosomia o delecions del brac¢ llarg del cromosoma 7 (2% - 4%). S'observen
cariotips amb una sola anomalia el 29,5% de les vegades, amb dues anomalies el
6,2% i amb tres o més (cariotip complex) entre un 9% i 17,6% dels casos (Schanz,
Steidl et al. 2011) . El cariotips complex s’observa amb més frequéncia en les
anémies refractaries amb excé de blastos (AREB) (classificacié de les SMD) La
principal diferéncia que s’observa en els paisos orientals és la raresa de la delecié 5q
com alteracid unica (Chen, Zhao et al. 2005, Matsuda, Germing et al. 2010, Lee, Oh
et al. 2010, Wang, Wang et al. 2010) . De totes les anomalies, la que se associa de
manera significativa a trets morfologics, analitics i clinics és la delecié 5g-. L'any
1974, Van der Bergue et al, van descriure la Sindrome 5g-, que s’observa entre un 5-
10% de les SMD; els pacients sén majoritariament dones amb una mediana d’edat
de 67 anys, presenten anémia macrocitica, xifra de plagquetes normal o
augmentada, megacariocits majoritariament uni o bilobulats, amb una xifra de
blastos a la medul.la 0ssia inferior al 5% i que dificilment es transformen a LMA
(<10% dels casos) (Woessner, Florensa et al. 2000, Swerdlow, Organizacién Mundial

de la Salud et al. 2008) .

En les SMD l'estudi citogenétic no només és una eina diagnostica sind que
constitueix un factor amb valor pronostic de primer ordre i té un pes important en
tots els sistemes d'estratificacié pronostica. El pacient amb anomalia cromosomica
es pot incloure en un grup pronostic per estimar la supervivencia global, el risc a
evolucionar a leucémia mieloide aguda i per poder escollir el millor tractament. El
primer sistema de puntuacié internacional que es va descriure va ser el IPSS
(International Prognosis Scoring System) (1997), que conjuntament amb el nombre
de blastos, el nombre de citopenies i I'alteracié citogenetica establia una puntuacié
pronostica (Greenberg, Cox et al. 1997) . Des de llavors s’han revisat constantment

les categories cromosomiques, essent la més recent la de Schanz et al (2012),
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I’estratificacio citogeneética que s’ha definit és la base per el nou IPSS revisat, essent
la citogenética el parametre amb més impacte en el pronostic (taula 3) (Schanz,

Tuchler et al. 2012, Greenberg, Tuechler et al. 2012) .

El coneixement de les alteracions moleculars de les anomalies cromosomiques més
freqlients i I'estratificacid pronostica de les SMD implica una determinada practica
clinica i el benefici de noves estrategies terapeutiques, com és la utilitzacié de la
Lenalidomida” en pacients amb el 5g-, en els que millora la qualitat de vida amb una
disminucié de requeriments transfusionals, o aquells casos amb puntuacié de risc
alt que poden ser susceptibles de trasplantament de progenitors hematopoeétics o
I'administracié d'inhibidors d'ADN metiltrasferases®. Per tant, 'estudi citogenétic és
un procediment indispensable en establir el pronostic i conseqlientment aplicar el

tractament més adient.

Taula 3. Categories cromosomiques segons el sistema internacional IPSS Revisat (Greenberg, Cox

et al. 1997, Schanz, Tuchler et al. 2012) .

Categories Percentatge Cariotip
Anomalia Unica Dues anomalies
IPSS REVISADA (%) Complex
del(11q)
Molt favorable 2,9 - -
-Y
Favorable 65,7 normal del(5g) més una -

" Lenalidomida: derivat de la talidomida, inhibeix el creixement i proliferacié de les cél.lules tumorals,
accié antiangiogenica.
* Inhibidors d’ADN metiltransferases: enzims reguladors dels senyals epigenétics.
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Intermedi

Advers

Molt Advers

del(5q)
del(12p)
del(20q)
del(7q)
+8
i(17)(a10)
+19

19,2

més d’una clona no

relacionada

inv(3)/t(3q)/del(3q)
-7

5,4

altra anomalia

Cariotips de
dues anomalies
que no incloguin

el 5g-, -7 0 7g-

-7/del(7q) més
una altra

anomalia

>3
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2.- HIPOTESI



Hipotesi

La leucemia i les SMD presenten diferencies en la frequéncia del
cariotip alterat, en el tipus d’anomalia cromosomica i en el nombre
d’anomalies, en funcid de les diferents regions geografiques a les que
pertanyen. Aquestes diferencies poden obeir a diferents causes del
medi ambient, ocupacionals, agents infecciosos i/o causes genetiques

dificils de demostrar.
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1.- Caracterizar i determinar la freqliencia d’alteracions citogenéetiques de
pacients afectes de diferents tipus de leucemies i SMD de quatre regions
sanitaries: R1.- Barcelonés Nord, Baix Maresme, R2.- Tarragones, Terres d'Ebre,
R3.- Gironeés, Pla de L'Estany, Selva Interior i R4.- L'Hospitalet i el Prat del

Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés entre els anys 1990 i 2009.

2.- Analitzar si existeixen diferéncies entre les quatre regions sanitaries en els
diferents tipus de leucémia (LMC, LMA, LLA i LLC) i SMD respecte:

- La freqliéncia de casos amb cariotip alterat

- La frequiencia dels diferents tipus d’anomalia cromosomica

- Preséencia de cariotip complex

- Distribucio dels grups de risc citogeneétic

87



Pacients, Material i Métodes

88



4.- PACIENTS, MATERIAL I METODES

89



Pacients, Material i Métodes

90



4.1. Pacients

Estudi retrospectiu dels resultats citogenetics de pacients diagnosticats de LMC,
LMA, LLA, LLC i SMD, realitzats al Laboratori d’"Hematologia de I'Hospital Germans
Trias i Pujol, Institut Catala d’Oncologia (ICO), provinents dels Serveis d’"Hematologia
dels hospitals Germans Trias i Pujol (Badalona) (ICO-HGTIP), Verge de la Cinta
(Tortosa) (HVC) i Joan XXIII (Tarragona) (HJXXIII), Josep Trueta (Girona) (ICO-HIT),
Hospital Duran i Reynals (Hospitalet del Llobregat) (ICO-HDIiR) entre els anys 1990 i
2009.

El territori catala es divideix en set regions sanitaries, que son demarcacions
territorials basades en el principi de descentralitzacio del sistema sanitari public, que
té com a objectiu I'apropament i 'accessibilitat dels serveis a tota la poblacid. Les
regions estan delimitades atenent factors geografics, socio-economics, demogrdfics,
laborals, epidemiologics, culturals, climatics, de vies de comunicacio homogenies,
aixi com d'instal-lacions sanitaries existents, tot tenint en compte [|'ordenacio

territorial de Catalunya (taula 4, figura 18) (http://www10.gencat.net/catsalut).
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Taula 4. Governs Territorials de Salut (GTS), centres hospitalaris englobats en I'estudi,

anys que s’han inclos pacients segons el centre i poblacié acumulada per periode.

Govern Territorial Centres
de Salut Hospitalaris®

Periode
(anys)

Poblacid
Acumulada ®

Regié 1

Barcelones Nord
Baix Maresme

ICO-HGTIP

(1139 pacients)

1990-2009

4.992.431
(1998-2009)

Regi6 2°
g HVC

Tarragones

Terres d’Ebre HIXXIN

(504 pacients)

2001-2009

3.495.968

Regié 3

Girones, Pla de

ICO-HJT
I'Estany, Selva Interior

(289 pacients)

2003-2009

1.751.906

Regio 4

L'Hospitalet i el Prat
de Llobregat, Baix
Llobregat, Garraf,
Anoia, Alt Penedes

ICO-HDIR

(720 pacients)

2005-2009

5.857.916

% Centres amb atencid hospitalaria i especialitzada en Hematologia que corresponen a cada

Govern Territorial de Salut

®Dades tretes de http://www.idescat.cat/emex/

° El GTS Tarragones i la regid sanitaria Terres d’Ebre s’han analitzat conjuntament per la
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seva proximitat geografica.

Figura 18. Mapa territorial de les quatre regions sanitaries analitzades

(www10.gencat.net/catsalut/cat/coneix_lesregions.htm):

REGIO 3:

H. Josep Trueta,

Pla de I'Estany, Girones,
Selva Interior

H. Germans Trias i Pujol
Barcelonés Nord, Baix Maresme

REGIO 2:

H. Joan XXIII, !

H. Verge de la Cinta REGIO 4:
Tarragoneés, Terres de I'Ebre H. Duran i Reynals

L'Hospitalet i el Prat del Llobregat, Baix

Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés

S’ha tingut en compte que els pacients diagnosticats en cada un dels centres
sanitaris visquessin dins de la cobertura del propi hospital, i que no hi hagués
diferencies poblacionals degut a la inmigracid. Tenint en compte els cognoms de

cada un dels pacients per regions, en la R1 s’"han detectat 13 pacients d’origen africa
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de 1139 casos, en la R2 treze pacients de 504, en la R3 sis pacients de 289 i de la R4
set pacients de 720. No s’han trobat diferéncies estadisticament significatives entre

la incidencia de poblacié d’origen africa entre regions sanitaries (p=0,069).

Possibles factors que podrien considerar-se de risc medi ambiental de les quatre
regions  analitzades segons els sectors  economics (any  2009)

(http://www.idescat.cat/) son:

Exposicido a pesticides, herbicides i fertilitzants: Superficie agricola utilitzada, la
proporcié d’hectaries respecte a tot el territori catala de la R1 (ICO-HGTIP,
Barcelonés Nord, Baix Maresme) correspont a un 0,04%, a la R2 (HVC/HJXXIII, Terres
de I'Ebre, Tarragonés) un 11,86%, a la R3 (ICO-HJT, Girones, Pla de I'Estany, Selva
Interior) un 3,24% i a la R4 (ICO-HDIR, L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix
Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés) un 5,30%.

Explotacions agraries, la proporcié de tinenca de ramaderia respecte a tot el
territori catala de la R1 correspont a un 0,14%, a la R2 un 25,33%, ala R3 un 3,18% i
alaR4un6,61%.

Exposicio a benze, dioxid de nitrogen i particules derivades del trafic rodat: Parc de
vehicles, la proporcié de vehicles respecte a tot el territori catala de la R1
correspont a un 4,61%, a la R2 un 6,00%, a la R3 un 5,69% i a la R4 un 17,82%.
Petroquimica situada a Tarragona (R2).

Exposicio a radiacio ionitzant: Central nuclear d’Ascé situada a la comarca del Baix

Ebre i Vandellds situada a la comarca de Baix Camp (GTS Terres de I'Ebre, R2).

Les dades cliniques, de diagnostic i genétiques recollides han estat: edat i sexe, data
d’estudi i diagnostic segons 'OMS 2008 (Swerdlow, Organizacién Mundial de la
Salud et al. 2008) . Respecte a I'analisi de les dades citogenétiques es va tenir en
compte, la férmula cromosomica segons ISCN (Shaffer, Slovak et al. 2009) , es va
categoritzar en normal, alterada o sense creixement, i segons el grup de risc
pronostic citogenetic. Per un altre cantd els cariotips alterats es van classificar
segons el nombre d’anomalies i el tipus d’anomalia. El mateix es va fer pels resultats

de FISH en la LMC i la LLC.
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4.2. Material

La tesi s’ha centrat en els estudis citogenetics de les hemopaties malignes en les
gue durant el periode d’estudi s’ha aplicat la mateixa técnica i el tipus de mostra ha
estat sempre la mateixa: LMC, LMA, LLA, LLC i SMD. S’ha desestimat incloure els
limfomes perque els criteris per I'estudi citogenétic dels limfomes ha estat uniforme
en un sol centre. Respecte al mieloma multiple, sempre ha estat dificil obtenir les
metafases de la cél-lula plasmatica, al llarg dels anys i d’acord amb el que s’ha anat
descrivint en la literatura cientifica s’ha anat canviant de tipus de cultiu cel-lular
(hores de cultiu, diferents mitogens) per la seva analisi, per aguest motiu també
s’ha desestimat d’incloure aquesta malaltia.

El tipus de teixit utilitzat per I'estudi citogenétic han estat medul-la ossia (LMC,
LMA, LLA i SMD,) i sang periférica (LMA i LLA quan la xifra de leucocits ha estat
superior a 30x10°/L i/o més de un 10% de blastos, i a la LLC) (taula 5).

Taula 5. Descripcio dels diferents tipus de cultiu cel-lular segons hemopatia.

LMcC* SMD LMA* LLA* LLC
Tipus de
mostra MO MO MO ifo SP** | MO i/o SP** sp
Temps de 24h 24h 24h 24h 72h TPA#
cultiu

*Les reordenacions BCR-ABL1 (LMC i LLA), PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11
(LMA) i MLL (LMA i LLA) han estat analitzades per técniques RT-PCR o per FISH.
# cultiu estimulat amb TPA, phorbol 12-myristate 13-acetate.

**Quan la xifra de leucocits ha estat superior a 30x10%/L i/o més de un 10% de blastos.

La mostra de medul-la 0ssia s’ha obtingut per puncié aspiracié amb un trocar,

habitualment a nivell esternal o bé de I'espina iliaca posterosuperior. S’"han extret

95



Pacients, Material i Métodes

de 1 a 2 mL de medul-la ossia de la cavitat medul-lar, i s’ha recollit en un tub de
centrifuga que contenia 5mL de medi RPMI-1640 i heparina sodica al 1%. La primera
fraccié de medul-la 0ssia que s’aspira és la més rica en céel-lules en divisié i I'adient
per al cultiu citogenétic; a mesura que I'extraccié continua la mostra es contamina
amb sang medul-lar i es disminueixen les cel-lules amb capacitat de divisio.

Malgrat que la medul-la es pot conservar a temperatura ambient o bé a 37°C un
maxim de 10 hores, i posteriorment a la nevera un maxim de dos dies, les mostres
han estat processades al mateix moment de |'extraccio.

La mostra de sang periferica s’ha obtingut a partir de la vena basilica del brag. S’han
extret de 2 a 5 mL de sang periférica i s’ha recollit en un tub d’heparina liti. La sang
es pot conservar a la nevera a 2-4°C i fins a 7 dies, perd sempre que ha estat
possible les mostres han estat processades el mateix dia de I'extraccié.

A nivell técnic, és important tenir en compte el tipus de material que s'ha d'utilitzar
per a la realitzacié d'un estudi citogenetic, que necessariament correspon al teixit
en el qual esta més expressada la malaltia. En la LLC I'estudi es pot fer en sang
periferica en trobar-hi una gran proporcié de cél-lules leucemiques. En el cas de les
SMD i les leucémies agudes (LA) es requereix I'estudi de medul-la 0ssia per obtenir

la deguda informacio citogenetica.
4.3. Maetodes
Les tecniques aplicades han estat la citogenetica convencional amb bandes G i FISH

(taula 6).

Taula 6. Descripcio dels diferents tipus de sondes de FISH aplicades segons hemopatia.

Hemopatia | Sondes de FISH

LMC LSI BCR-ABL sonda de dos colors i de dues fusions, Abbot
SMD -

LSI CBFB, inv(16), MLL sonda de dos colors, LSI PML/RARA sonda de
HMA dos colors i de dues fusions, Abbot

LSI BCR-ABL sonda de dos colors i de dues fusions, LS| MLL sonda de
HA dos colors, Abbot
LLC LSI D13S319 /13q3413q34 / CEP 12 / LSI ATM / LSI TP53, Abbot
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4.3.1. Tecnica Convencional de Bandes G

Interes fisiopatologic: Les alteracions cromosomiques poden anul-lar o modificar
la funcid geénica normal i, en conseqliencia, el desenvolupament d’una
neoplasia.
Principi analitic: L'objectiu de la técnica és obtenir cel-lules en metafase (un
minim de 20 metafases) i observar els 23 parells de cromosomes amb una
resolucio i patré de bandes suficient per ser analitzats en el microscopi optic.
Sembrat de la MO (sota la campana de flux laminar, en condicions d’esterilitat):
Es té preparat un flascé amb medi de cultiu (75% RPMI 1640, 2,5% antibiotic,
2,5% L-glutamina, 1% heparina sodica) i es marca amb el n2 de mostra que s’ha
de sembrar, es suplementa amb 1 mL de serum bovi fetal (20% restant) i
s’afegeix una gota de tampd Hepes. El tub amb la mostra es centrifuga a 1700
rpm durant 7 - 10', aixi aconseguim eliminar el greix i tenir un cultiu més net. Es
treu el sobrenedant amb la pipeta Pasteur esteril i s’"homogeneitza el botd
cel-lular. S’afegeix al cultiu una quantitat o altra de medul-la dssia amb I'objectiu
d’aconseguir una concentracié aproximada de 2 a 3x10%/mL:

- Enles LMCiSMD es posen 0.5 mL del boto cel.lular.

- Enles LMA i LLA es realitzen dos cultius un de 0.1 mL i un de 0.3 mL de

boté cel.lular.

Sembrat de SP (sota la campana de flux laminar, en condicions d’esterilitat): Es
té preparat un flascé amb medi de cultiu (RPMI 1640 — 75% -, antibiotic — 2,5% -,
L-glutamina — 2,5% -) i es marca amb el n? de mostra que s’ha de sembrar, es
suplementa amb 1 mL de serum bovi fetal (20% restant) i s’afegeix una gota de
hepes. En el cas de la LLC s’afegeix TPA (phorbol 12-myristate 13-acetate,
concentracio 40 ng/ml)que és el mitogen especific per als limfocits de linia B(50
ML) per a I'estimulacié de la divisid cel-lular. En el cas de SP es compta la xifra de
leucocits en un comptador automatic i s’ajusta la quantitat de mostra per
obtenir una concentracié final de 2 a 3x10° cél-lules/mL.
Seguidament es posa el cultiu a I'estufa de CO, al 5% a 37°C durant 24h pels

cultius no estimulats i 72h per les mostres de LLC. L'objectiu de I'incubador de
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CO, és mantenir I'equilibri carbonat-bicarbonat en el medi de cultiu (37°C, 5%
de CO, i humitat elevada).

Aturada de la divisio cel-lular: Abans de treure el cultiu de I'estufa, s’afegeix al
flascé 50pL de Colcemid (concentracié mare 10 pg/ml) (antimitotic que atura la
divisio cel-lular), que actuara durant 20’ en els casos de cultius no estimulats i
150uL durant 2 hores en els casos de cultius estimulats amb TPA. En aquest
moment es té un maxim de cel-lules en metafase.

Xoc hipotonic (per 0smosi la membrana cel-lular es posa en tensid i es crea espai
citoplasmatic perqué els cromosomes es separin): La mostra es decanta en un
tub de centrifuga i es centrifuga a 1700rpm durant 7’. Després de la
centrifugacio s'aspira el sobrenedant, s’afegeixen a la mostra de 3 a 4 pipetes
Pasteur de xoc hipotonic — KCl 0,075M - (préviament escalfat a 37°C) i es
resuspen el botd cel-lular després d’haver afegit cada pipeta. Es deixa actuar el
xoc hipotonic entre 25 i 30" a 37°C. Passat el temps, s'afegeixen 10 gotes de
fixador o solucié Carnoy (metanol - acid aceétic 3:1) a cada tub i es resuspén. Es
deixa actuar durant 10' a temperatura ambient.

Fixaci6 amb solucié de Carnoy (lisa els eritrocits, trenca les membranes
citoplasmatiques i fixa els cromosomes en el fus): Es centrifuga, sempre en les
mateixes condicions (1700 rpm durant 7'). S’aspira el sobrenedant. Es posen tres
pipetes de fixador, es resuspen després de cada pipeta de fixador i es centrifuga.
Es repeteix I'operacid un minim de dues vegades més per eliminar restes
cel-lulars. S’obté un botd que conté les metafases i els nuclis en interfase.
Extensions: després de I'Gltima centrifugacid es resuspén el boté cel-lular i es
realitzen les extensions a ma alcada (tres o quatre per cultiu). S’eixuguen en una
placa calefactora a 37°C i en un microscopi invertit es controlara la qualitat de
cada extensid.

Tincio: Les preparacions s’envelleixen amb temperatura (1 hora
aproximadament a 100°C). Una preparacié de cada cas es submergeix
aproximadament un segon en la solucié 2xSSC a 65 °C (disposat en un bany) i es
renten amb aigua de I'aixeta. Es tenyeix amb una part de colorant Wright i tres

parts de solucié Sérensen (1mL+3mL per portaobjectes), aproximadament
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2’30”. Si els cromosomes han quedat ben bandejats es tenyeixen la resta
d’extensions de la mateixa manera, si no és aixi, es fa una altra prova amb
temps diferents. Amb aquest tipus de tincié s’aconsegueix el patré de bandes G.
Que pot fallar? Normes generals:

- Massa tenyits:deixar menys temps de tincio.

- Tincid uniforme i no es veuen bandes:el porta ha d’estar més estona a la

solucié 2xSSC a 65°C.

- Cromosomes desfets: deixar actuar el 2xSSC durant menys temps.
Expressid de resultats: Es realitza I'estudi dels cromosomes al microscopi optic
segons el patré de bandes G. Sempre que ha estat possible s'han analitzat un
minim de 20 metafases. Per al cariotip s’han descrit els resultats segons ISCN
2009 (Shaffer, Slovak et al. 2009) . El cariotip es va considerar normal quan es
va analitzar un minim de 20 metafases. Una alteracié clonal estructural o
trisomica s’ha definit quan s’ha observat en un minim de dues metafases, i una
alteracié clonal per monosomia quan s’ha observat en un minim de tres
metafases. S’ha considerat cariotip complex segons les definicions fetes pels
diferents grups de tractament en les diferents malalties hematologiques: 3 o
més alteracions en el cas de les SMD (Schanz, Tuchler et al. 2012) i LLC (Fiegl,
Erdel et al. 2010) , més de tres en les LMA (Grimwade, Hills et al. 2010) i més de
4 en el cas de la LLA (Moorman, Harrison et al. 2007) .

Limit de deteccid: estudi de 20 — 50 metafases
Interferencies en la interpretacié: qualitat final dels cromosomes, un nombre

baix de mitosis, resolucié de les bandes insuficient.

4.3.2. FISH

Principi analitic: I'objectiu de la téecnica és la de hibridar I’ADN directament a

sobre de la cél-lula o a sobre dels cromosomes mitjangant una sonda marcada amb

un fluorocrom.
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* Preparacié de la mostra i extensid: A partir de cel-lules fixades amb solucié
Carnoy es llenca una gota a ma alcada en un portaobjectes (unes hores abans de la
hibridacid). Marcar I'area d’hibridacié del portaobjectes amb un llapis de diamant.
En el cas de portaobjectes ja tenyit per a estudi citogenétic de bandes G, es
destenyeix en solucié Carnoy fins que desaparegui completament la tincio.
e Preparacio de la sonda: Descongelar la sonda a T2 ambient i protegida de la
llum. Per a cada area d’hibridacid, preparar un tub Eppendorf amb 3,5uL de tampd
d’hibridacio, 0,5uL de sonda i 1uL d’aigua destil-lada.
Nota: Si es tracta d’'una sonda que ja ve mesclada amb el tampd, s’aplica
directament a la mostra sense preparacid prévia, com és el cas del kit aplicat per a
detectar les alteracions en la LLC.
e Hibridacié: Preparar la cambra humida (estufa o Thermobryte) a 372C i la placa
d’hibridacié a la T2 adequada segons la sonda o el tipus d’extensié. Aplicar 5uL de
sonda damunt l'area a hibridar. Rapidament, es cobreix el portaobjectes amb un
cobreobjectes i es segella amb cola.

= Perasondes de la casa Abbot: desnaturalitzar 3 minuts a 742C.

= Per a extensions destenyides: desnaturalitzar 4 minuts a 75°C.
Introduir els portaobjectes en una cambra humida a 372C i incubar durant tota la nit a
les fosques.
Nota: Per a una hibridacio rapida, desnaturalitzar en la placa calefactora durant 4
minuts a 852C i incubar a la cambra humida a 379C durant 2 hores a les fosques.
e Rentats post-hibridacié (sondes Abbot i extensions destenyides): Treure els
cobreobjectes que cobreixen el portaobjectes i rentar les extensions en solucié
0.4xSSC / 0.3% NP40 a 732C +1 durant 2 minuts. Rentar les extensions en solucié 2xSSC
/ 0.1% NP40 a T2 ambient entre 5 i 60 segons. Deixar eixugar els portaobjectes en
vertical, a l'aire i a les fosques.
*  Contratincio: Aplicar 10uL de DAPI Il sobre I'area d’hibridacio. Cobrir amb un
cobreobjectes.
Aguestes preparacions es mantenen congelades a —202C i a les fosques.
e Criteris d’analisi dels resultats: s’ha realitzat I'analisi dels senyals d’hibridacio en

el microscopi de fluorescencia. S’"han comptat de 100 a 200 nuclis, depenent del
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tipus de mostra i/o sonda. S’ha descrit els resultats segons les normes ISCN (2009)

(Shaffer, Slovak et al. 2009) .

4.4.

e Limit de deteccié: estudi de 100 — 500 nuclis.
* Interferéncies d’interpretacié: morfologia distorsionada dels cromosomes,
soroll de fons, senyal deébil o inexistent, hibridacié poc especifica, baixa

intensitat de la contraticid (DAPI).

Analisi estadistica
La taxa d’incidéncia bruta ha estat calculada dividint el nombre de pacients de
nou diagnostic per hemopatia en els anys d’estudi per la poblacié total
acumulada.
S’han calculat les freqliéncies i percentatges de les seglients variables per cada
una de les hemopaties: cariotip normal i alterat (bandes G i resultat de FISH),
nombre d’anomalies, tipus d’anomalia i grups de risc citogenetic.
Per si hi havia diferéncies entre variables categoriques s’ha utilitzat la prova de
la Chi® o el test exacte de Fisher segons ha estat convenient. Per la variable
continua edat s’ha fet servir la prova de la mediana.
S’ha considerat estadisticament significatiu quan el valor de la p ha estat < a
0,05.

El software d’analisi utilitzat ha estat el SPSS versio 15.
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5.1. Incidénciai tipus d’alteracions cromosomiques en la
Leucémia Mieloide Cronica

Subjectes d’estudi: entre els anys 1990 i 2009 s’han estudiat 215 pacients (8,5% de

la série) diagnosticats de LMC (199 en fase cronica - FC -, 2 en fase accelerada — FA -
i 14 en crisi blastica — CB -), 129 han estat homes (60%) i 86 dones (40%), amb una
mediana d’edat de 53 anys (extrems entre 15 i 85 anys). No s’han observat
diferencies estadisticament significatives entre regions sanitaries ni per al sexe ni
per a I'edat. Tampoc en la proporcié de casos diagnosticats en FC o en FA/CB. La
mitjana de la taxa bruta d’incidéncia ha estat de 1,2 casos per 100.000 habitants a
I'any, havent-hi diferencies estadisticament significatives entre regions sanitaries

(R3 una taxa superior de 2 i la R4 una taxa inferior de 0,7)(taula 7).

Taula 7. Caracteristiques cliniques i d’incidénciadels pacients diagnosticats de LMC entre
els anys 1990 i 2009 en les quatre regions sanitaries definides: R1 (Barcelonés Nord, Baix
Maresme), R2 (Tarragones, Terres de I'Ebre), R3 (Gironeés, Pla de I'Estany, Selva Interior), R4

(L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés).

Incidéncia Edat
Nombre de casos Homes/Dones
Regié (/100.000 Mediana
(casos en FA i CB/% ) (%)
Sanitaria habitants-any) (extrems)
(P=0,111) (p=0,365)
(p<0,001) (p=0,708)
96
R1 1 65/35 52 (15-83)
(4/4,3%)
42
R2 1 55/45 58 (26-85)
(2/4,7%)
38
R3 2 50/50 52 (15-79)
(4/10,5%)
39
R4 0,7 64/36 53 (25-77)
(6/15,4%)
215
TOTAL 1,2 60/40 53 (15-85)
(16/7,4%)
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Resultats citogeneétics

Citogeneética convencional: dels 215 mostres, en 4 no es va obtenir creixement i en
13 no va ser valorable, encara que es va observar el cromosoma Ph’ en tots ells.
Dels 198 que es va poder realitzar I'estudi, en 169 (85,4%) es va observar la
translocacio t(9;22)(g34;911.2) (figura 19), en 12 (6,1%) una translocacidé variant
[t(v;22)] i en 17 (8,5%) la translocacié t(9;22)(q34;q11.2) acompanyada d’altres

anomalies (figura 20).

Figura 19. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMC en FC: A.- frotis de medul-la 0ssia,
predomini de la granulopoesi sobre |'eritropoesi amb presencia de basofilia i eosinofilia
(Tincid May-Griinwald- Giemsa, x100). B.- cariotip de bandes G amb la preséncia de la

translocacio entre els cromosomes 9934 i22q11.2: 46,XX,t(9;22)(g34;911.2).
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Resultats

Figura 20. Cariotips amb la preséncia del cromosoma Ph’: A.- cas diagnosticat de LMC en
FC i translocacid variant on es veu implicat un tercer cromosoma. B.- cariotip de bandes G
d’un pacient diagnosticat de LMC en FC amb la preséncia de la translocacié entre els
cromosomes 9q34 i 22g11.2, més una trisomia del cromosoma 8:

47,XY,+8,t(9;22)(q34;911.2).
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Dels casos diagnosticats en FC (182), 11 (6%) presentaven translocacié variantien 6
(3,4%) la t(9;22)(g34;q11.2) anava acompanyada d’altres anomalies. Setze pacients
van ser diagnosticats en FA o CB, 1 (6,3%) presentaven translocacio variant i en 11

68,7%) la t(9;22)(g34;911.2) anava acompanyada d’altres anomalies (taula 8).
(68,7%) ;22)(g34;q pany

Taula 8. Distribucié dels casos segons si el diagnostic va ser en FC, FA o en CB.

t(9;22) més
t(9;22) t(v;22) alteracions TOTAL

secundaries

165 11 6 182
Fase Cronica
(90,6%) (6%) (3,4%)
Fase Accelerada Crisi 4 1 11 16
Blastica (25%) (6,3%) (68,7%)
169 12 17 198
TOTAL
(85,4%) (6,1%) (8,5%)

FISH: en 95 casos amb la t(9;22)(q34;911.2) es va aplicar la tecnica de FISH i es va
confirmar el resultat, 18 (18,9%) dels quals van presentar microdelecio del

cromosoma derivatiu [der(9)t(9;11)] (figura 21).

Figura 21. Casos amb els diferents patrons d’hibridacié per la sonda BRC-ABL1 de dos
colors i de doble fusid: A.- cel-lula amb reordenacioé estandard, una senyal vermella (ABL1) i
un senyal verd (BCR) més dos senyals de fusid.B.-reordenacié BCR-ABL1 positiva amb
delecidé 5’ de ABL1, una fusid i un senyal verd.C.-reordenacié BCR-ABL1 positiva amb delecié

3’ de BCR, una fusid i un senyal vermell.
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RESUM

En FC, el percentatge de la translocacio t(9;22)(q34,911.2)
és del 90,6%, de t(v;22) del 6% i la presencia d’anomalies
acompanyants del 3,4%.

En FA o CB, el percentatge de la translocacio
t(9;,22)(q34,;911.2) és del 25%, de t(v;22) del 6,3% i la
preséncia d’anomalies acompanyants d’un 68,7%.
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Analisi comparativa dels resultats citogenétics entre regions sanitaries

Citogenética convencional: s’observen diferencies estadisticament significatives
respecte a la freqliencia de casos amb translocacid estandard i la translocacio
variant entre les quatre arees sanitaries. La R3 presenta una freqliencia
significativament més elevada de translocacions variants en el moment del
diagnostic de la LMC. La distribucié de cariotips amb el cromosoma Ph’ i anomalies

acompanyants és similar entre les quatre regions sanitaries (taula 9).

Taula 9. Distribucié dels casos amb translocacié estandard, variant o acompanyada

d’altres anomalies segons la regio sanitaria.

t(9;22) més alteracions
P=0,031 t(9;22) t(v;22) Total
secundaries

7 (8%)

R1 76 (87,4%) 4 (4,6%) 87
(4 casos CB)
3(7,9%)

R2 35(92,1%) 0 (0%) 38
(2 casos CB)
3(7,9%)

R3 29 (76,3%) 6 (15,8%) 38
(2 casos CB)
2 (5,7%) 4 (11,4%)

R4 29 (82,9%) 35
(1 cas CB) (1 cas FA, 2 casos CB)
17 (9%)

TOTAL 169 (85%) 12 (6%) 198

(11 casos FA/CB)

FISH: A la regions R3 s’observa un percentatge més elevat de microdelecions, pero
no s'observen diferencies estadisticament significatives en la distribucidé dels casos
amb preséncia o abséncia de microdelecié (5’ABL1, 3'BCR o 5’ABL1 més 3’BCR) en el
cromosoma 9 derivatiu [der(9)t(9;22)] entre les diferents regions sanitaries (taula

10).

Taula 10. Distribucié dels casos amb preséncia o abséncia de microdelecié (5’ABL1, 3’BCR
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0 5’ABL1 més 3’BCR) en el cromosoma 9 derivatiu [der(9)t(9;22)].

Preséncia Abseéncia
P=0,198 Total
de microdelecio de microdelecio
R1 3(13,0%) 20 (87%) 23
R2 4 (25%) 12 (75%) 16
R3 8 (30,8%) 18 (69,2%) 26
R4 3 (10%) 27 (90%) 30
TOTAL 18 (18,9%) 77 (81,1%) 95

RESUM

En la R3 ICO-HJT (Gironés, Pla de I’Estany, Selva Interior)
s’observa un major percentatge de translocacions variants
t(v;22), de manera estadisticament significativa.

En la R3 ICO-HJT (Gironés, Pla de I’Estany, Selva Interior)
s’observa una tendéncia a presentar un major percentatge
de microdelecions.
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5.2. Incidénciai tipus d’alteracions cromosomiques en la
Leucémia Mieloide Aguda

Subjectes d’estudi s’han estudiat 813 pacients (33,6% de la serie) diagnosticats de

LMA, 466 han estat homes (57,3%) i 347 dones (42,7%), amb una mediana d’edat de
62 anys (extrems entre 15 i 96 anys). No hi ha hagut diferéncies estadisticament
significatives respecte al sexe entre les quatre regions definides. Pero si per I'edat,
la mediana de la regié R2 és superior a la resta de regions (65 anys vs 58, 62 i 64
anys). La mitjana de la taxa bruta d’incidéncia ha estat de 4,4 casos per 100.000
habitants a I'any, havent-hi diferéncies estadisticament significatives entre regions

sanitaries (R4 amb una taxa inferior a la resta de 2,9) (taula 21).

Taula 21. Caracteristiques cliniques i d’incidénciadels pacients diagnosticats de LMA entre
els anys 1990 i 2009 en les quatre regions sanitaries definides: R1 (Barcelonés Nord, Baix
Maresme), R2 (Tarragones, Terres de I'Ebre), R3 (Gironés, Pla de I'Estany, Selva Interior), R4

(L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés).

Incidéncia Homes/ Edat
Regio Nombre de (/100.000 Dones Mediana
Sanitaria casos habitants-any) (%) (extrems)

(p<0,001) (p=0,365) (p=0,025)
R1 392 5 56/44 62 (15-96)
R2 165 4,5 56/44 65 (15-89)
R3 87 5 56/44 58 (18-78)
R4 169 2,9 63/37 64 (19-91)
TOTAL 813 4,4 57/43 62 (15-96)

Segons la classificacio de 'OMS 2008 un 20% de pacients de LMA presentaven una
alteracié genetica recurrent, un 38,5% presentaven canvis displasics o neoplasia
mieloide secundaria a tractaments previs (figura 27), un 36,6% presentaven altres
tipus de LMA segons trets morfologics i fenotipics, un 1,4% de pacients de leucemia
aguda de fenotip mixt i un 3,5% de pacients que no s’han pogut classificar (taula

22).
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Taula 22. Nombre de casos i percentatge diagnosticats segons la classificacio de 'OMS

2008 (tecniques de citogenética i de biologia molecular).

Entitats de ’OMS 2008 Casos Percentatge
LMA t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 21 2,6%
LMA inv/t(16)(p13.1q22); CBFB-MYH11 32 3,9%

Leucemia Promielocitica Aguda t(15;17)(q22;q12);

88 10,8%
PML-RARA
LMA t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL 8 1,0%
LMA t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 4 0,5%
LMA inv/t(3)(q26.2); EVI1 10 1,2%
LMA amb canvis displasics /
301/12 37%/1,5%
Neoplasia Mieloide relacionada a tractaments previs
LMA Minimament Diferenciada 25 3,1%
LMA sense Maduracio 68 8,5%
LMA amb Maduracio 45 5,5%
Leucemia Mielomonocitica Aguda 66 8,1%
Leucemia Monoblastica i Monocitica Aguda 76 9,4%
Leucemia Eritroide Aguda 15 1,8%
Leucemia Megacarioblastica Aguda - -
Panmielosi Aguda amb Mielofibrosi 2 0,2%
Leucemia Aguda Indiferenciada 5 0,6%
Leucemia Aguda de fenotip mixt amb la
1 0,1%
t(9;22)(q34;q11.2); BCR-ABL1
Leucémia Aguda de fenotip mixt B/mieloide 2 0,2%
Leucémia Aguda de fenotip mixt T/mieloide 4 0,5%
LMA sense tipificar 28 3,5%
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Resultats

Figura 27. Iconografia d’'un pacient diagnosticat de Neoplasia Mieloide relacionada a
tractaments previs (t-NMP), secundari al tractament rebut per una LMA amb cariotip
normal. El cariotip final de la t-NMP després d’aplicar diferents tecniques va ser una delecid
del brag¢ curt del cromosoma 8(pterp21.3), una delecié del bra¢ curt del cromosoma
12(p12.3p13) (ETV6) i un guany parcial del brag llarg del cromosoma 21(q22qgter) (RUNX1):
A.-. biopsia de medul.la ossia on s’observa infiltraci6 massiva per la poblacid
hematopoetica, amb desaparicié del greix (inclusié en parafina, tincié hematoxilina-eosina,
x2); B.- hiperplasia de la serie granulopoética i quasi abséncia de la serie eritropoetica,
preséncia d’eosinofilia (inclusié en parafina, tincid hematoxilina-eosina, x40); C.- cariotip
amb patré de bandes G del moment del diagnostic de t-NMP: 46,XX,add(8)(p21); D.-
resultats de I'estudi de SNP array 6.0 (Affymetrix®); E.- validacid mitjancant la técnica de
FISH de les troballes de I'estudi SNP array; s’observen tres senyals vermelles que

corresponen a les tres copies de RUNX1, i una sola copia verda que correspon a la perdua

d’un dels al.lels del gen ETV6.
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2 Localitzacio Gens
Rago | Aate IHI“ "'lh]" cromosomica destacats
| 7qi122gter | LOH | 88.46 | 70358706-158821424 | EZH2
| Bpterp213 |Delecid | 1975 |  D-19751448 |
12p13.2p12.3 | Delecid 487 11322583-16294273 ETVE

21g22.12qter | Guany | 11.71 | 35206584-46921373 | RUNX1

LT

Basat en els criteris definits per: Heinnichs of al, 2009 | Maciejewski ef al. 2009

Resultats citogenétics:

Dels 813 casos amb estudi citogenétic, en 59 casos no va ser valorable el cariotip o
no es va obtenir creixement (7,3%); en 328 casos el cariotip va ser normal (40,3%) i
en 426 el cariotip estava alterat (52,4%). Dels 426 casos amb cariotips alterats 203
presentaven una sola anomalia, 65 presentaven dues anomalies, 25 presentaven

tres anomalies i 132 presentaven més de tres anomalies (taula 23).
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Taula 23. Descripcio dels resultats citogenétics en els pacients diagnosticats de LMA.

Cariotip Nombre de casos Percentatge
Normal 328/754 (43,5%)
Alterat 426/754 (56,5%)
N2 anomalies per cas

1 anomalia 203/426 (47,7%)
2 anomalies 65/426 (15,3%)
3 anomalies 25/426 (5,9%)
>3 anomalies 132/426 (31,1%)
Una anomalia

t(15;17) 39/203 (19,2%)
t(8;21) 12/203 (5,9%)
inv/t(16) 16/203 (7,9%)
-7/7q 17/203 (8,4%)
+8 29/203 (14,3%)
t(11923) 11/203 (1,6%)
3926 6/203 (5,4%)
5q 9/203 (4,4%)
altres 64/203 (32,9%)
Dues anomalies

t(15;17) 9/65 (13,8%)
(8;21) 5/65 (7,7%)
inv/t(16) 8/65 (12,3%)
-7/79- 5/65 (7,7%)
+8 7/65 (10,8%)
t(11g23) 5/65 (7,7%)
3926 5/65 (7,7%)
altres 21/65 (32,3%)
Cariotip Monosomic*

No Monosomic 195 (59,6%)
Monosomic 103 (40,4%)
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Grup de Risc Citogenétic

Favorable 106 (14,1%)
Intermedi 465 (61,7%)
Advers 183 (24,2%)

*Cariotip monosomic: cariotips alterats amb dues o més monosomies i cariotips alterats

amb una monosomia més una alteracio estructural com a minim.

Per ordre, les alteracions més freqiients han estat el cariotip complex (132 casos)
(figura 28), la t(15;17)(g22;912) (58 casos) (figura 29), trisomia 8 com alteracid
Unica(41 casos), inv(16)(p13922) (27 casos) (figura 30), t(8;21)(g22;922) (21 casos)
(figura 31), translocacions en 11923 (17 casos) (figura 32), monosomia del
cromosoma 7 (15 casos amb cariotip no complex), anomalies en 3g26 (15 casos)
(figura 33), delecions del cromosoma 5qg (14 casos amb cariotip no complex) i

delecions 7q (11 casos amb cariotip no complex).

Figura 28. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMA amb canvis displasics: A.- frotis de
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Resultats

medul.la 0ssia, s’observen blastos de tipus |i Il d’aspecte mieloide, displasia eritroblastica i
degranulacid en la série granulocitica (Tinci6 May-Griinwald — Giemsa, x100); B.- cariotip

amb patré de bandes G que presenta 44 cromosomes i un cariotip complex (>4 anomalies)

amb anomalies dels cromosomes 3, 5, 7, 10, 16, 17, 18, 19, 20 21:
44,XY,-3,add(5)(g15),del(7)(932),add(10)(p15),add(16)(p13),add(17)(p13),-
18,add(20)(p13),-20,i(21)(q10),+mar
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Figura 29. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMA i t(15;17)/PML-RARA: A.- frotis de
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medul-la 0Ossia, s'observen promielocits amb granulacié atzurdfila i altres amb bastons

d’Auer (Tincié May-Griinwald-Giemsa, x100), tincié de mieloperoxidasa positiva; B.- cariotip

amb patro de bandes G, cariotip: 46,XY,t(15;17)(922;912).
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Figura 30. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMA i inv(16)/CBFB-MYH11: A.- frotis
de medul-la 0ssia amb eosinofilia aberrant (Tinci6 May-Griinwald-Giemsa, x100); B.-

inversié pericéntrica del cromosoma 16 (patré de bandes G).
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A.-
|
-
B.-
cromosoma 16 inv(18)(>13q22)

Figura 31. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMA i t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1: A.-

frotis de medul-la 0ssia,s’observen blastos de mida intermedia-gran amb granulacié, relacié
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de nucli citoplasma elevada, cromatina fina i preséncia d’un nucléol (Tincié May-Grinwald-
Giemsa, x100), tincié de mieloperoxidasa positiva; B.- cariotip amb patré de bandes G,

46,XY,t(8;21)(q22;922).
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Figura 32. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMA i t(9;11)/MLLT3-MLL: A.- frotis de

medul-la ossia, s’observen blastos d’aspecte monocitoide de mida gran, citoplasma amb
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granulacio atzuréfila i nucli irregular(Tincié May-Grinwald-Giemsa, x100); B.- cariotip amb

patro de bandes G, 46,XY,t(9;11)(p22;923).
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Figura 33. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMA i inv(3)/RPNt -EVI1: A.- biopsia de

medul-la ossia inclosa en metacrilat i tinci6 de Giemsa, s’observa hiperplasia de

megacariocits petits i nucli hipolobulat; B.- cariotip amb patré de bandes G,

124



46,XY,inv(3)(921426).
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El cariotip constitueix un dels principals factors de risc independent en la LMA. Esta

ben establert que el pronostic en funcié del cariotip es pot dividir en tres grups de
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risc segons el grup d’estudi MRC 2010 (Grimwade, Hills et al. 2010) : favorable,
inclou les translocacions t(15;17)(922;912), t(18;21)(g22;922) i
t(16;16)/inv(16)(p13922) , advers, inclou les anomalies dels cromosomes 5 i 7, la
reordenacié de 3926, la translocacid t(6;9)(p23;934) (figura 34), les translocacions
de 11923 a excepcid de la t(9;11)(p22;923) i t(11;19), i els cariotips complexos, i en
el grup intermedi s’inclouen el cariotip normal i la resta d’alteracions. D’acord amb
aquesta classificacio en la nostra serie tenim 106 casos inclosos en el grup

favorable, 465 en el grup intermedi i 183 en el grup advers.

Figura 34. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LMA i t(6;9)/DEK-NUP214: A.- frotis de
medul-la 0ssia, s’observen blastos mieloides barrejats amb precursors eritroides displasics i

basofils (Tincid6 May-Griinwald — Giemsa, x100); B.- cariotip amb patré de bandes G,
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46,XX,1(6;9)(p23;934).
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Resultat citogenétic segons lI'edat: no s’han trobat diferencies estadisticament
significatives respecte al percentatge de casos amb cariotip alterat entre el grup de
pacients menors de 60 anys i el grup de pacients de 60 o més anys (figura 35). S’han

trobat diferencies significatives en el tipus d’anomalia, les anomalies que
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confereixen bon pronostic, t(15;17), t(8;21) i inv(16) han estat més freqlients en el
grup de pacients menors de 60 anys i el cariotip complex ha estat més freqlient en

el grup de pacients de 60 anys o més grans (figura 36).

Figura 35. Percentatge de casos amb cariotip alterat entre els dos grups d’edat definits

(p=0,652).

i CARIOTIP ALTERAT

57,0%

55,8%

<60 ANYS 260 ANYS

Figura 36. Representacio grafica del percentatge per tipus d’anomalia cromosomica entre

els dos grups d’edat definits (p<0,001).

0,
<60 ANYS  Li>60 ANYS 21,5%

11,2%

1

t(15;17) t(8;21) inv(16) complex

Resultat citogenétic segons el sexe: el percentatge de casos amb cariotip alterat és
molt semblant en els dos sexes, 57,5% per als homes i 55,1% per les dones
(p=0,511). A I'hora d’analitzar el tipus d’anomalia cromosomica segons el sexe,

tampoc s’observen diferéncies estadisticament significatives (figura 38).
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Figura 37. Representacio grafica del percentatge per tipus d’anomalia mges freqiient

segons el sexe (p=0,903).

M HOME «DONA 17,2%
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RESUM

En la LMA el percentatge de casos amb cariotip alterat és
del 56,5%.

Les anomalies cromosomiques més freqiients han estat la
t(15;17), trisomia 8, inv(16), la monosomia/del(7q), la
t(8,21)iles t(v;11).

Un 31,1% dels casos presenten cariotip complex.

La t(15;17), la t(8;21) i la inv(16) son més freqiients en els
pacients menors de 60 anys, i el cariotip complex és més
freqgtient en els pacients de 60 anys o més grans, de
manera estadisticament significativa.
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Analisi comparativa dels resultats citogenétics entre regions sanitaries

Cariotip i tipus d’anomalia: no existeixen diferéncies estadisticament significatives
respecte al cariotip alterat entre les quatre regions sanitaries analitzades. El
percentatge de casos amb cariotip alterat entre les quatre regions esta entre el 53,5

i el 60,7% (taula 24).

Taula 24. Distribucié de casos amb cariotip normal i casos amb cariotip alterat segons la

regio sanitaria.

(p=0,560) Normal Alterat Total
R1 161 (44,6%) 200 (55,4%) 361
R2 73 (46,5%) 84 (53,5%) 157
R3 33 (39,3%) 51 (60,7%) 84
R4 61 (40,1%) 91 (59,9%) 152
TOTAL 328 (43,6%) 426 (56,4%) 754

Tampoc existeixen diferéncies estadisticament significatives respecte del tipus
d’anomalia més freqiient i la regid sanitaria, tot i aixi hi ha una tendéncia en la R3
per presentar un percentatge més elevat de més casos amb t(15;17)(q22;912) (taula

25).

Taula 25: Distribucio de les tres anomalies més freqlients segons la regio sanitaria.

(p=0,063) inv(16) t(8;21) t(15;17) TOTAL
R1 19 (30,2%) 9(14,3%)  35(55,6%) 63
R2 2 (16,7%) 5 (41,7%) 5 (41,7%) 12
R3 0 (0%) 2 (16,7%) 10 (83,3%) 12
R4 6 (31,6%) 5 (26,3%) 8 (42,1%) 19
TOTAL 27(25,5%) 21(19,8%) 103 (54,7%) 106
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Cariotip complex: no s’observen diferéncies estadisticament significatives quan es

valoren els cariotips amb una, dues i tres anomalies enfront dels cariotips amb més

de tres anomalies (taula 26).

Taula 26. Distribucié del nombre de cariotips de 1-3 anomalies i de cariotips amb més de

tres anomalies.

(p=0,465) 1-3 Anomalies >3 Anomalies TOTAL
R1 145 (72,5%) 55 (27,5%) 200
R2 56 (66,7%) 28 (33,3%) 84
R3 34 (68,0%) 16 (32,0%) 50
R4 58 (63,7%) 33 (36,3%) 91
TOTAL 293 (68,9%) 132 (31,1%) 753

Grups de risc citogenétic: s'observen diferéncies estadisticament significatives si es
comparen els diferents grups de risc citogenetic segons el grup d’estudi MRC 2010
entre regions, en la regid R2 existeix una menor proporcié de casos del grup
favorable (taula 27). Si s’analitza la distribucid entre el cariotip normal, les
translocacions t(8;21),t(15;17) i la inversid inv(16) i el cariotip monosomic entre les
guatre regions sanitaries, no s’han trobat diferencies estadisticament significatives

(taula 28).

Taula 27. Distribucié del nombre de casos segons el grup de risc citogenétic del grup MRC

i les regions sanitaries.

(p=0,048) Favorable Intermedi Advers TOTAL
R1 63 (17,5%) 223 (61,8%) 75 (20,8%) 361
R2 12 (7,6%) 104 (66,2%) 41 (26,1%) 157
R3 12 (14,3%) 50 (59,5%) 22 (26,2%) 84
R4 19 (12,5%) 88 (57,9%) 45 (29,6%) 152
TOTAL 106 (14,1%) 465 (61,7%) 183 (24,3%) 754




Taula 28. Distribucié del cariotip normal, de les anomalies t(15;17), t(8;21) i inv(16) i el

cariotip monosomic entre les diferents regions sanitaries.

t(15;17)
t(8;21)
(p=0,085) Normal inv(16) No Monosomic Monosomic TOTAL
161 63 85 41
R1
(44,6%) (18,0%) (24,3%) (11,7%) 350
73 12 48 21
R2
(46,5%) (7,8%) (31,2%) (13,6%) 154
33 12 23 13
R3
(39,3%) (14,8%) (28,4%) (16,0%) 81
61 19 39 28
R4
(40,1%) (12,9%) (26,5%) (19,0%) 147
328 106 195 103
TOTAL
(43,6%) (14,5%) (26,6%) (14,1%) 732
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RESUM

A la R2 HIXXII/HVCI (Tarragoneés, Terres de I'Ebre)

s’observa una menor freqliencia de casos definits de bon
pronostic, de manera estadisticament significativa.
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5.3. Incidénciai tipus d’alteracions cromosomiques en la
Leucémia Limfoblastica Aguda

Subjectes d’estudi: s’han estudiat 219 pacients (9% de la série) diagnosticats de

LLA, 120 han estat homes (54,8%) i 99 dones (45,2%), amb una mediana d’edat de
39 anys (extrems entre 15 i 87 anys). Entre regions sanitaries no hi ha hagut
diferéncies estadisticament significatives respecte al sexe, ni tampoc per I'edat. La
mitjana de la taxa bruta d’incidéncia ha estat de 1,4 casos per 100.000 habitants i
any, havent-hi diferencies estadisticament significatives entre regions sanitaries (R4

amb una taxa inferior a la resta de 0,4) (taula 29).

Taula 29. Caracteristiques cliniques i d’incidénciadels pacients diagnosticats de LLA entre
els anys 1990 i 2009 en les quatre regions sanitaries definides: R1 (Barcelonées Nord, Baix
Maresme), R2 (Tarragones, Terres de I'Ebre), R3 (Gironeés, Pla de I'Estany, Selva Interior), R4

(L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés).

Incidéncia Homes/ Edat
Regio Nombre de (/100.000 Dones Mediana
Sanitaria casos habitants-any) (%) (extrems)

(p<0,001) (p=0,898) (p=0,161)
R1 127 2 55/45 39 (15-87)
R2 33 1 54/46 39 (15-81)
R3 34 2 50/50 31 (15-74)
R4 25 0,4 60/40 45 (19-74)
TOTAL 219 1,4 55/45 39 (15-87)

El percentatge de casos amb alteracié genetica recurrent ha estat del 35,2%, de LLA

amb fenotip B del 41,6% i de LLA amb fenotip T del 16,9% (figura 39) (taula 30).
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Taula 30. Distribucié del nombre i percentatge de casos segons la classificacio de 'OMS

2008 en la LLA.

Entitats de ’'OMS Casos Percentatge
Leucémia Limfoblastica B 91 41,6%
LLA B t(9;22)(q34;q11.2);

49 22,4%
BCR-ABL1
LLA B t(v;11q23); MLL 6 2,7%
LLA B amb hiperdiploidia 8 3,7%
LLA B amb hipodiploidia 6 2,7%
LLA B t(1;19)(q23;p13.3);

8 3,7%

E2A-PBX1 (TCF3-PBX1)
Leucémia Limfoblastica T 37 16,9%

Figura 38: Iconografia d’un pacient diagnosticat de LLA de fenotip T i la t(10;14): A.- frotis
de medul.a 0ssia, s’observen blastos de morfologia limfoide amb nucli i cromatina irregular
i preséncia de molts nucléols (Tincid6 May-Griinwald — Giemsa, x100;. B.- cariotip amb
bandes G, 47,XY,t(10;14)(q24;911),+16.C.- FISH amb la sonda d’ADN del locus TCRAD que es
localitza en el cromosoma 14qll. Els senyals verd i vermell separats representen la

translocacio.
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Resultats citogenétics

S’han realitzat 219 estudis citogenétics, en 37 no s’ha obtingut creixement (16,9%),
en 45 s’ha obtingut un cariotip normal (20,5%) i en 137 el cariotip ha estat alterat
(62,6%).

Dels 121 casos amb cariotip alterat i una férmula cromosomica, 41 presentaven una
sola anomalia, 23 dues anomalies, 13 tres anomalies, 5 quatre anomalies i finalment
es varen observar més de quatre anomalies en 39 casos; en la resta de casos no es
va poder obtenir una formula cromosomica definida per determinar correctament
el nombre d’anomalies.

Les anomalies més freqients han estat:t(9;22)(g34;q11.2) (figura 39) en 47 casos,

hiperdiploidia en 9 casos, t(1;19)(q23;p13.3) (figura 40) en 8 casos, hipodiploidia en
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Resultats

6 casos i t(4;11)(921;923) (figura 41) en 5 casos (taula 31).
Figura 39. Cariotip complex amb patré de bandes G d’un pacient diagnosticat de LLA amb

t(9;22): 46,XY,der(9)del(9)(p22)t(9;22)(q34;911.2),-20,der(22)t(9;22)(g34;q11.2),+mar.

b1 SR | SR | SR 1 S

1 I 1 4 5

L 0 11 i N W

iFprmddnma mart alis SEIY, der{E) e U S 202400 1 11 =20+ naf

= i

Figura 40. Cariotip amb patré de bandes G de medul-la 0ssia d’'un pacient diagnosticat de

LLA amb t(1;19): 46,XX,+8,-12,+19,der(19)t(1;19)(q23;p13.3),der(19)t(1;19)(q23;p13.3),-20.
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Figura 41. Iconografia d’un pacient diagnosticat de LLA amb t(4;11): A.- frotis de medul.la
ossia, s'observa infiltracid per blastos de mida intermitja i petita, nucli amb cromatina
madura i citoplasma basofil, alguns d’ells amb vacuoles (Tincié May-Griinwald — Giemsa,

x100). B.- cariotip amb patré de bandes G, 46,XX,t(4;11)(q21;923).
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Taula 31. Descripcié del nombre i percentatge de casos segons el cariotip.

Casos Percentatge

Normal 45/182 (24,7%)
Alterat 137/182 (75,3%)
N2 Anomalies per Cas
Casos alterats

16/137 (11,7%)
no analitzables
1 anomalia 41/137 (29,9%)
2 anomalies 23/137 (16,8%)
3 anomalies 13/137 (9,5%)
4 anomalies 5/137 (3,6%)
>4 anomalies 39/137 (28,5%)
Una Anomalia Cromosomica
1(9;22) 15/41 (36,6%)
t(1;19) 3/41 (7,3%)
t(4;11) 4/41 (9,6%)
Dues Anomalies Cromosomiques
t(9;22) 11/23 (47,8%)
t(1;19) 1/23 (4,3%)
t(4;11) 2/23 (8,6%)
Cariotip complex
1(9;22) 6/39 (15,4%)
t(1;19) 3/39 (7,7%)
Alteracions Pronostic
Estandard 95/184 (51,6%)
Advers 40/184 (21,7%)
1(9,22) 49/184 (26,7%)
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Resultat citogenétic segons I’edat: el percentatge de cariotips alterats en el grup de
pacients menors de 60 anys i en el grup de pacients de 60 o més anys ha estat
semblant (figura 42). No obstant, s’han trobat diferencies estadisticament
significatives quan s’ha comparat el nombre de casos segons |'anomalia
cromosomica més freqlient i el grup d’edat: la t(4;11)(g21;923), t(1;19)(q23;p13.3) i
la hiperdiploidia solament s’ha observat en pacients < 60 anys, el cromosoma Ph’ ha
estat més freqlient en els pacients d’edat avancada (260 anys), el cariotip
hipodiploide s’ha observat en el 3,7% dels pacients menors de 60 anys i en el 7,1%

dels pacients de 60 o més anys (figura 43).

Figura 42. Percentatge de casos amb cariotip alterat segons els dos grups d’edat definits

(p=0,819).
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Resultats

Figura 43. Percentatge de les anomalies més freqiients segons el grup d’edat: A.-
distribucié del cromosoma Ph’; B.- distribuci6 en percentatge de les anomalies més

freqlents(p=0,020).
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Resultat citogenétic segons el sexe: el percentatge de casos amb cariotip alterat en

els homes del 70,9% i en les dones és del 81,0% (p=0,116). El percentatge de casos

amb preséncia de cromosoma Ph’ en les dones ha estat del 26,6% i en els homes del
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25,2%.

RESUM

El percentatge de casos amb cariotip alterat en la LLA és
del 75,3%.

Les anomalies cromosomiques més freqiientshan estat
la t(9;22), la hiperdiploidia, la t(1;19), la hipodiploidia i
lat(4;11).

En la LLA presenta un 28,5% del casos amb cariotip
complex.

La t(1,;19), la t(4;11), la hiperdiploidia i la hipodiploidia
han sigut més freqiients en el pacients menors de 60
anys, i la t(9;22) és més freqiient en els pacients de 60
anys o més grans, de manera estadisticament
significativa.
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Analisi comparativa dels resultats citogenétics entre regions sanitaries:

Cariotip i tipus d’anomalia: no existeixen diferéncies estadisticament significatives
si es comparen el nombre de casos amb cariotip normal o alterat entre les diferents

regions sanitaries (taula 32).

Taula 32. Distribucié del nombre de cariotips normals o alterats segons la regié sanitaria.

(p=0,710) Normal Alterat Total
R1 29 (26,6%) 80 (73,4%) 109
R2 6 (22,2%) 21 (77,8%) 27
R3 7 (26,9%) 19 (73,1%) 26
R4 3 (15,0%) 17 (85,0%) 20
TOTAL 45 (24,7%) 137 (75,3%) 182

No s’ha observat diferencies estadisticament significatives quan es valora el nombre
de casos amb presencia del cromosoma Ph’ entre les diferents regions sanitaries.

S’observa una tendéncia a tenir pocs casos cromosoma Ph’ a la regio R3 (taula 33).

Taula 33. Distribucié del cromosoma Ph’ per regié sanitaria.

(p=0,235) Ph’+ Ph’- TOTAL
R1 29 (36,3%) 51 (63,7%) 80
R2 7 (33,3%) 14 (66,7%) 21
R3 3 (15,8%) 16 (84,2%) 19
R4 8 (47,1%) 9 (52,9%) 17
TOTAL 47 (34,3%) 82 (65,7%) 137
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Cariotip complex: no s’observen diferencies estadisticament significatives si

comparem el nombre de casos entre 1 i 4 anomalies i més de quatre entre les

regions sanitaries. S'observa una tendencia de més casos amb cariotip complex en

les regions R3 i R4 (taula 34).

Taula 34. Distribucié del nombre d’anomalies segons la regié sanitaria.

(p=0,292) 1 -4 Anomalies >4 Anomalies TOTAL
R1 54 (73,0%) 20 (27,0%) 74
R2 11 (55,0%) 9 (45,0%) 20
R3 7 (53,8%) 6 (46,2%) 13
R4 10 (71,4%) 4 (28,6%) 14
TOTAL 82 (67,8%) 39 (32,2%) 121

Grups de risc citogenétic: no s’observen diferéncies entre els grups de risc

citogeneétic definits per Moorman 2010 (Moorman, Chilton et al. 2010) entre les

diferents regions sanitaries (taula 35).

Taula 35. Distribucié dels grups de risc citogenétics segons les regions sanitaries.

(p=0,400) Estandard* Advers** t(9;22) TOTAL
R1 58 (53,2%) 22 (20,2%) 29 (26,6%) 109
R2 12 (44,5%) 8 (29,6%) 7 (25,9%) 27
R3 16 (61,6%) 7 (26,9%) 3(11,5%) 26
R4 9 (45%) 3 (15%) 8 (40%) 20
TOTAL 95 (52,2%) 40 (22%) 47 (25,8%) 182
*Estandard: cariotip normal i la resta d’anomalies.**Advers: inclou els casos

det(4;11)(g21;923), hipodiploidia/triploidia i cariotip complex.
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RESUM

No hi ha diferéncies entre les quatre regions sanitaries

respecte la incidencia de casos amb cariotip alterat,
presencia del cromosoma Ph’, el cariotip complex ni en els
grups de risc citogenetic.
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5.6. Incidénciai tipus d’alteracions cromosomiques en la
Leucémia Limfatica Cronica

Subjectes d’estudi: s’han estudiat 899 pacients (37,2% de la série) diagnosticats de

LLC, 551 han estat homes (61,3%) i 348 dones (38,7%), amb una mediana d’edat de
68 anys (extrems entre 27 i 95 anys). No hi ha hagut diferéncies estadisticament
significatives respecte al sexe, si per I'edat entre les quatre regions sanitaries. El
78% dels pacients eren majors de 60 anys. La mitjana de la taxa bruta d’incidencia
ha estat de 5,5 casos per 100.000 habitants a |'any, havent-hi diferéncies
estadisticament significatives entre regions sanitaries (R2 amb una taxa inferior de 4

i R4 superior de 6,4) (taula 36).

Taula 36. Caracteristiques cliniques i d’incidénciadels pacients diagnosticats de LLC entre
els anys 1990 i 2009 en les quatre regions sanitaries definides: R1 (Barcelonés Nord, Baix
Maresme), R2 (Tarragones, Terres de I'Ebre), R3 (Gironés, Pla de I'Estany, Selva Interior), R4

(L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés).

Incidéncia Homes/ Edat
Regio Nombre (/100.000 Dones Mediana
sanitaria de casos habitants-any) (%) (extrems)

(p<0,001) (p=0,710) (p=0,009)
R1 284 5 61/39 67 (27-90)
R2 140 4 62/38 70 (35-87)
R3 99 6 57/43 64 (38-88)
R4 376 6,4 63/37 69 (33-95)
TOTAL 899 5,5 61/39 69 (27-95)

Resultats citogeneétics

Citogeneética convencional: s’han analitzat 777 casos, dels quals en 105 casos no
s’ha obtingut creixement (13,5%), 440 casos presentaven un cariotip normal
(56,6%) i 232 casos un cariotip alterat (29,9%). Dels 232 casos amb cariotip alterat
136 presentaven una sola anomalia, 50 presentaven dues anomalies i 40 casos

presentaven tres o més anomalies. Les alteracions més freqlients han estat la
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Resultats

trisomia del cromosoma 12 (14,4%), delecié del brag llarg del cromosoma 13 (7,1%),
delecio del bracg llarg del cromosoma 11 (6,5%), delecié del brag curt del cromosoma
17 (4,2%), delecio del brag llarg del cromosoma 6 (2,4%) i delecid del brag llarg del

cromosoma 14 o translocacions 14q (3%) (figures 44, 45) (taula 37).

Figura 44. Iconografia de pacients diagnosticts de LLC: A.- frotis de sang periféerica,
s’observen limfocits petits amb cromatina grumelée i ombres de Gumprecht (Tincié6 May-
Grinwald- Giemsa, x100; B.- cariotip amb patré de bandes G, 46,XY,del(13)(q14q22); C.-
cariotip amb patré de bandes G, 47,XY,+12; D.- cariotip amb patré de bandes G,
46,XY,del(11)(q13q23); E.- cariotip amb patré de bandes G, 45,XY,add(12)(g24),
-15,der(17)t(15;17)(q11;p11)
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FISH: s’han analitzat 724 casos, dels quals 504 presentaven alteracions (69,6%). Dels
504 casos amb alteracions de FISH, 423 casos presentaven una sola alteracid, 72
casos dues alteracions i 8 casos 3 alteracions (combinacié de la delecié 13q, delecid
ATM i delecié TP53). Respecte el tipus d’anomalia, en el 48,6% de les vegades s’ha
observat delecié 13g14.3 de manera heterozigotica, en el 10,2% delecié 13q14.3 de
manera homozigotica, el 16,4% dels casos presentaven trisomia del cromosoma 12,
el 6,6% dels casos presentaven delecié del gen ATM i en el 5,8% s’observava delecid

del gen TP53 (figura 45)(taula 37).

Figura 45. Iconografia de FISH de pacients diagnosticats de LLC: A.-delecié 13q14.3
(D13S319) i trisomia del cromosoma 12 en dos nuclis en interfase. Un sol senyal vermell ens
mostra la perdua d’un dels al.lels del loci D135319, dos senyals blaus ens mostren la
presencia del loci control per el cromosoma 13934 (LAMP1) i tres senyals verds ens
mostren la preséncia de tres cromosomes 12: nuc ish(D12Z3x3,0135319x1,LAMP1x2); B.-
delecié 11g22.3 (ATM) en tres nuclis en interfase. Un senyal verd ens demostra la perdua
d’un dels al-lels del gen ATM, els dos senyals vermells confirmen la preséncia dels dos al-lels

del gen TP53: nuc ish(ATMx1,TP53x2)

Taula 37. Descripcié del nombre i percentatge de casos segons els resultats del cariotip i
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de FISH.

Cariotip FISH

N2 (%) N2 (%)

Normal 440 (65,5%) 220 (30,4%)
Alterat 232 (34,5%) 504 (69,6%)

N2 Anomalies per Cas

Cariotip alterat

No analitzable

6/232 (2,6%)

1 anomalia 136/232 (58,6%) 424/504 (84,1%)
2 anomalies 50/232 (21,6%) 72/504 (14,3%)
>3 anomalies 40/232 (17,2%) 8/504 (1,6%)
Una Anomalia

Trisomia 12 64/136 (47,1%) 88/424 (20,8%)
del(13q14.3)

heterozigosi i/o homozigosi

21/136 (15,4%)

301/424 (71,2%)

del(11)(q22.3)

18/136 (13,2%)

14/424 (3,3%)

del/t(17p13.1)

6/136 (4,4%)

20/424 (4,7%)

del(6q) 5/136 (3,6%) -
del (14q) 4/136 (2,9%) -
t(14;18) 2/136 (1,5%) -

Dues Anomalies

del(13q) i trisomia 12 4/50 (8%) 23/72 (31,9%)
del(13q) i del(11q) 4/50 (8%) 24/72 (33,4%)
del(13q) i del(17p) 2/50 (4%) 19/72 (26,4%)
Trisomia 12 i del(11q) o del(17p) 1/50 (0,1%) 6/72 (0,8%)
Alteracions amb Valor Pronastic (FISH) 723
Normal - 220/724 (30,4%)

Favorable (del(13q))

301/724 (41,6%)

Intermedi (+12)

112/724 (15,5%)

Advers (11q, 17p)

90/724 (12,5%)
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Resultat citogenétic segons I’edat: no s’han observat diferencies estadisticament
siginificatives respecte al percentatge de cariotip convencional i de FISH amb
alteracions en el grup de pacients menors de 60 anys i en el grup de pacients de 60
anys o més grans (figura 46). Per tipus d’anomalia tampoc s’han observat
diferéncies estadisticament significatives entre els dos grups d’edat, ni per cariotip

convencional (figura 47), ni per FISH (figura 48).

Figura 46. Percentatge de casos amb cariotip convencional i de FISH alterats en els dos

grups d’edats definits (p=0,487 i p=0,768 respectivament).

<60 ANYS L1260 ANYS

68,1% 69,4%

31,5% 348%

CARIOTIP ALTERAT FISH ALTERAT

Figura 47. Percentatge de casos amb alteracio per tipus d’anomalia analitzats mitjancant
el cariotip convencional, en el grup de pacients menors de 60 anys i en els pacients de 60

o més anys (p=0,119).

M <60 ANYS =60 ANYS CARIOTIP
16,1%
9,2% 10,0%
7,7%
5,9% 5,9%
4,1%

2,3%

13q14 TRISOMIA 12 11922 17p13
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Figura 48. Percentatge de casos amb alteracio per tipus d’anomalia analitzats mitjancant

la tecnica de FISH en el grup de pacients menors de 60 anys i en els pacients de 60 o més

anys (p=0,176).

FISH W<60 ANYS 11260 ANYS
53,9%
50,8%
17,8%

11,3%

85% 58% 500 67%
T T ‘ T H 1 1
13q14 TRISOMIA 12 11922 17p13

Resultat citogenétic segons el sexe: el percentatge de casos amb cariotip

convencional alterat i de FISH alterat segons el sexe ha estat semblant (figura 49). A

I’'hora d’analitzar el tipus d’anomalia cromosomica per citogeneética convencional i

per FISH, s’han observat diferencies significatives tant per cariotip convencional

com per FISH. La trisomia 12 en les dues tecniques és més freqiient en les dones

mentre que les delecions 11g22.3 sdn més freqlients en els homes (figura 50).

Figura 49. Percentatge de casos amb cariotip alterat i de casos amb FISH alterat segons el

sexe (p=0,193 i p=0,274, respectivament).
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16,4%
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L o e
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153



Resultats

Figura 50. Tipus d’anomalia cromosomica per citogenética convencional i per FISH segons

el sexe(p=0,020 i p=0,008 respectivament).

4 HOME L DONA
72,0%

68,2%

CARIOTIP ALTERAT FISH ALTERAT
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M HOME LI DONA
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13q14 TRISOMIA 12 11q22 17p13
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RESUM

El percentatge de casos LLCha estat del 34,5%.

El percentatge de casos amb FISH alterat en la LLC amb
les sondes D135319, CEP12, ATM | TP53 ha estat del
69,6%.

Les anomalies més freqliients en el cariotip ha sigut la
trisomia 12, del(13q), del(11q) i t(v;17p).

En la LLC el cariotip complex ha representat un 17,2%
dels casos.

La trisomia 12 ha estat més freqiient en les dones i la
del(11q) en els homes, de manera estadisticament
significativa.

155




Analisi comparativa dels resultats citogenétics entre regions sanitaries

Cariotip i tipus d’anomalia: no s’observen diferéncies estadisticament significatives

respecte al nombre de casos amb cariotip alterat segons la regid sanitaria (taula 38),

tampoc amb la técnica de FISH (taula 39).

Taula 38. Distribucié de casos amb cariotip normal i alterat segons les diferents regions

sanitaries amb el cariotip convencional.

Cariotip

Normal Alterat Total
(p=0,463)
R1 153 (66,5%) 77 (33,5%) 230
R2 53 (61,6%) 33 (38,4%) 86
R3 55 (72,4%) 21 (27,6%) 76
R4 179 (63,9%) 101 (36,1%) 280
TOTAL 440 (65,5%) 232(34,5%) 672

Taula 39. Distribucié de casos amb FISH normal i alterat entre les diferents regions

sanitaries.
FISH
Normal Alterat Total
(p=0,735)
R1 45(38,3%) 88 (66,2%) 133
R2 38 (29,7%) 90 (70,3%) 128
R3 26 (27,1%) 70(72,9%) 96
R4 111 (30,2%) 256 (69,8%) 367
TOTAL 220 (30,4%) 504 (69,6%) 724

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives segons el tipus

d’anomalies cromosomiques en el cariotip convencional (taula 40), ni amb FISH

(taula 41) entre les quatre regions sanitaries definides.
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Taula 40. Distribucié de casos amb segons el tipus d’anomalia i la regié sanitaria amb el

cariotip convencional.

Cariotip

13q14.3 trisomia 12 11q22.3 17p13.1 TOTAL
(p=0,595)
R1 9 (18,0%) 26 (52,0%) 7 (14,0%) 8 (16,0%) 50
R2 2(7,1%) 17 (60,7%) 6 (21,4%) 3(10,7%) 28
R3 3 (15,0%) 11 (55,0%) 5 (25,0%) 1(5,0%) 20
R4 17 (25,0%) 32 (47,1%) 13 (19,1%) 6 (8,8%) 68
TOTAL 31(18,7%) 86 (51,8%) 31 (18,7%) 18 (10,8) 166

Taula 41. Distribucié dels casos segons el tipus d’anomalia i la regié sanitaria amb la

técnica de FISH.

FIsH 13q14.3 trisomia 12 11q22.3 17p13.1 TOTAL
(p=0,985)

R1 57 (72,2%) 16 (20,3%) 2 (2,5%) 4 (5,1%) 79
R2 57 (67,1%) 21(24,7%) 4(4,7%) 3(3,5%) 85
R3 42 (72,4%) 13 (22,4%) 1(1,7%) 2 (3,4%) 58
R4 128(69,6%) 38(20,7%) 7(3,8 11 (6,0%) 184
TOTAL 284 (70,0%) 88 (21,7%) 14 (3,4%) 20 (4,9%) 406

Cariotip complex: no s’observa diferencies en la proporcié de casos amb cariotip
complex entre les regions sanitaries (taula 42). A 'analitzar el nombre d’anomalies
mitjangant FISH en cada una de les regions sanitaries tampoc s’observen diferencies

estadisticament significatives (taula 43).
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Taula 42. Distribucié del nombre de casos amb anomalies per citogenética convencional

segons les diferents regions sanitaries.

Cariotip

1/2 Anomalies 23 Anomalies TOTAL
(p=0,443)
R1 62 (86,1%) 10 (13,9%) 72
R2 28 (84,8%) 5 (15,2%) 33
R3 15 (71,4%) 6 (28,6%) 21
R4 81 (81,0%) 19 (19,0%) 100
TOTAL 186 (82,3%) 40 (17,7%) 226

Taula 43. Distribucié del nombre de casos amb anomalies detctades per FISH segons les

diferents regions sanitaries.

FISH

1-2 Anomalies 3 Anomalies TOTAL
(p=0,950)
R1 87 (98,9%) 1(1,1%) 88
R2 88 (97,8%) 2 (2,2%) 90
R3 69 (98,6%) 1(1,4%) 70
R4 251 (98,4%) 4 (1,6%) 255
TOTAL 495 (98,4%) 80 (1,6%) 503

Grups de risc citogenetic mitjangant la tecnica de FISH: s’"han agrupat les anomalies
del FISH segons el seu pronostic: delecions 13g en grup favorable, trisomies 12 en
grup intermedi, delecions dels gens ATM i TP53 en grup advers. No s’han observat

diferéncies estadisticament significatives (taula 44).
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Taula 44. Distribucié del nombre de casos segons el grup de risc citogenétic segons la

regio sanitaria (FISH).

(p=0,472) Favorable Intermedi Advers TOTAL
R1 57 (64,8%) 17 (19,3%) 14 (15,9%) 88
R2 50 (55,6%) 23 (25,6%) 17 (18,9%) 90
R3 42 (60%) 20(28,6%) 8(11,4%) 70
R4 152 (59,6%) 52 (20,4%) 51 (20%) 255
TOTAL 301 (59,8%) 112 (22,3%) 90 (17,9%) 503

Resum

No hi ha diferéncies entre les quatre regions sanitaries

respecte la incidencia de casos amb cariotip/FISH alterat,
el tipus d’anomalia, el cariotip/FISH complex ni pel grup
de risc citogenetic.
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5.4. Incidénciai tipus d’alteracions cromosomiques en la
Sindromes Mielodisplastiques

Subjectes d’estudi: entre els anys 1990 i 2009 s’han estudiat 506 pacients (20,9% de

la serie) diagnosticats de SMD, 299 homes (59,1%) i 207 dones (40,9%), amb una
mediana d’edat de 72 anys (extrems entre 22 i 96 anys). Entre regions no hi ha
hagut diferencies estadisticament significatives respecte el sexe, pero si per I'edat.
En la R2 s’observa una mediana de 75 anys superior a la resta de regions, que
oscil-len entre els 69 i els 71 anys. La mitjana de la taxa bruta d’incidencia ha estat
de 3,5 casos per 100.000 habitants a I'any, havent-hi diferencies estadisticament

significatives entre regions sanitaries (taula 11).

Taula 11. Caracteristiques cliniques i d’incidénciadels pacients diagnosticats de SMD entre
els anys 1990 i 2009 en les quatre regions sanitaries definides: R1 (Barcelonés Nord, Baix
Maresme), R2 (Tarragones, Terres de I'Ebre), R3 (Gironeés, Pla de I'Estany, Selva Interior), R4

(L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés).

Incidéncia Homes/ Edat
Nombre (/100.000 Dones Mediana

Regio Sanitaria
de casos habitants-any) (%) (extrems)
(p<0,001) (p=0,775) (p=0,031)
R1 239 4 57/43 71 (22-96)
R2 125 5 60/40 75 (27-88)
R3 31 2 65/35 71 (36-89)
R4 111 2,9 61/39 69 (24-86)
TOTAL 506 3,5 59/41 72 (22-96)

Segons la classificacio de 'OMS 2008 el subtipus menys freqiient ha estat la SMD
amb 5qg- aillada i la més freqiient ha estat I’AREB (5-19% de blastos). En un 16,8%

dels casos no es tenia un diagnostic citologic (taula 12).
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Taula 12. Descripcié del nombre i percentatge de casos segons la classificacié de ’'OMS

2008.

Nombre de Casos Percentatge
Classificacié OMS 2008
SMD i 5g-* 41 (8,1%)
AR 77 (15,2%)
CRDM 78 (15,4%)
ARS 90 (17,8%)
AREB 135 (26,7%)
SENSE TIPIFICAR 85 (16,8%)

*cariotips amb la delecid 5q aillada o 5g- amb la perdua del cromosoma Y, amb una sola

citopénia i menys d’un 5% blastos a la MO.

Resultats citogenétics

S’han estudiat 506 mostres, en 37 no s’ha obtingut creixement (7,3%), en 280 el
cariotip ha estat normal (55,3%) i en 189 el cariotip ha estat alterat (37,4%). Dels
189 cariotips alterats, 119 presentaven una sola anomalia (les més freqlients han
estat: 5g-, -Y, +8, -7, 20g-, 119-), 24 presentaven dues anomalies (les més freqlients
han estat: 5g- més altres anomalies, +8 més altres anomalies, -7/7g- més altres
anomalies), 46 casos presentaven tres o més anomalies (cariotip complex). Els
cromosomes que s’han vist alterats amb més freqliencia entre els cariotips
complexos han estat: cromosoma 5 (n=33), cromosoma 7 (n=19), cromosoma 11
(n=13), cromosoma 13 (n=13), cromosoma 17 (n=12) i cromosoma 1 (n=10). La

resta de cromosomes s’han observat en menys de 10 casos (taula 13) (figura 22).
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Taula 13. Descripcié del nombre i percentatge de casos segons els resultats del cariotip.

Nombre de Casos Percentatge
Cariotip
Normal 280/469 (59,7%)
Alterat 189/469 (40,3%)
N2 Anomalies per cas
1 anomalia 119/189 (62,9%)
2 anomalies 24/189 (12,7%)
>3 anomalies 46/189 (24,4%)
Anomalies més freqiients
5¢g- 49/189 25,9%
+8 23/189 12,2%
-7/79- 14/189 7,4%
Una Anomalia
5g- 40/119 (33,6%)
+8 19/119 (16%)
-Y 13/119 (10,9%)
200- 11/119 (9,2%)
-7 9/119 (7,6%)
79- 1/119 (0,8%)
11g- 9/119 (7,6%)
+11 2/119 (1,7%)
i(17)(q10) 2/119 (1,7%)
+19 1/119 (0,8%)
+21 1/119 (0,8%)
+9 1/119 (0,8%)
9¢g- 1/119 (0,8%)
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der(3q) 1/119 (0,8%)

t(6;9) 1/119 (0,8%)

Altres 7/119 (5,9%)

Dues Anomalies

5g- més un altra alteracid 9/24 (37,7%)
monosomia 7/7g- més un altra alteracio 4/24 (16,6%)
trisomia 8 més un altra alteracio 4/24 (16,6%)
Altres 7/24 (29,1%)

Figura 22. Freqiliencia en que s’observen els cromosomes alterats en els casos amb

cariotip complex.
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Resultats citogenetics segons la classificacio de 'OMS 2008 i el grup de risc
citogenetic: segons els subtipus de 'OMS 2008, I’ARS és la que presenta més casos
amb cariotip normal i 'AREB és la que presenta més casos amb cariotips alterats si
exclcloem els casos de Sd 5g-, sense que hi hagi diferéncies estadisticament
significatives (taula 14, A). lIgualment si analitzen el nombre d’anomalies
cromosomiques per subtipus, I’ARS és I'entitat amb menys casos amb cariotip
complex i I’AREB és I'entitat que presenta més casos amb cariotip complexo pero

sense arribar a ser estadisticament significativa (taula 14, B).
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Taula 14. Segons la classificacié de ’'OMS 2008: (A) distribucié del nombre de casos amb

cariotip normal o alterat alterat, (B) distribucié del nombre de casos segons el nombre

d’anomalies.
A Cariotip Cariotip
TOTAL
(p=0,052) Normal Alterat
AR 47 (67,1%) 23 (32,9%) 70
CRDM 49 (68,1%) 23 (31,9%) 72
ARS 62 (76,5%) 19 (23,5%) 81
AREB 69 (56,1%) 54 (43,9%) 123
SENSE
53 (64,6%) 29 (35,4%) 82
TIPIFICAR
TOTAL 280 (65,4%) 148 (34,6%) 428
B 1-2 23
TOTAL
(p=0,580) Anomalies Anomalies

AR 17 (73,9%) 6 (26,1%) 23

CRDM 16 (69,6%) 7 (30,4%) 23

ARS 15 (78,9%) 4(21,1%) 19

AREB 33(61,2%) 21 (38,8%) 54

SENSE
21(72,4%) 8 (27,6%) 29
CLASSIFICAR
TOTAL 102 (68,9%) 46 (31,1%) 148

Respecte el grup de risc citogenetic definit per IPSS-R 2012 (Greenberg, Tuechler et

al. 2012, Schanz, Tuchler et al. 2012) els casos es distrubueixen de la seglient

manera (taula 15):
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Taula 15. Nombre de casos segons els grups de risc citogenetic.

IPSS-R (2012) Nombre de Casos
Molt Favorable 23 (4,9%)
Favorable 340 (72,5%)
Intermedi 46 (9,8%)
Advers 23 (4,9%)
Molt Advers 37 (7,9%)

Resultat citogenétic segons I’edat

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives entre els dos grups
d’edat analitzats (<60 anys vs > 60 anys) en aquells pacients que presentaven el
cariotip alterat (figura 23). Tampoc s’han observat diferencies siginificatives quan
s’han analitzat cada una de les anomalies observades amb més freqliencia entre els
dos grups d’edat, tot i aix0 la perdua del cromosoma Y només s’observa en aquells

pacients de 60 o més anys (figura 24).

Figura 23. Percentatge de casos amb cariotip alterat segons els dos grups d’edat definits

(p=0,628).
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Resultats

i CARIOTIP ALTERAT
427%
39,F%
<60 ANYS >60 ANYS

Figura 24. Percentatge de casos amb cada una de les anomalies més freqiients segons el

grup d’edat (p=0,413).
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Resultat citogeneétic segons el sexe

El percentatge de casos amb cariotip alterat és molt semblant en els dos sexes,
40,4% per els homes i 40,2% per les dones (p=0,973). Ara bé, en I'analisi segons el
tipus d’anomalia s’observa que les delecions del cromosoma 5q sén més freqlents
en les dones (19,6% vs 4%) i la trisomia del cromosoma 8 és més freqlient en els

homes (7,3% vs 1,5%) de manera estadisticament significativa (p<0,001).En la resta

d’anomalies s’observa una freqiiencia semblant (figura 25, 26).
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Figura 25. Percentatge de casos amb cariotip alterat segons el sexe (p<0,001).
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Figura 26. Iconografia d’una pacient diagnosticada de SMD amb delecié 5q aillada: A.-
frotis de medul-la 0ssia, s’observa un megacariocit de mida petita i nucli unilobulat (Tincié
May-Griinwald - Giemsa, x100). B.- cariotip en bandes G i delecié intersticial del brac llarg

(g12g33) del cromosoma 5: 46,XY,del(5)(q12qg33).
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RESUM

El percentatge de casos amb cariotip alterat en les SMD és
del 40,3%.

Les anomalies cromosomiques més freqiients son la del(5q),
trisomia 8, monosomia/del(7q) i pérdua del cromosoma Y.

En les SMD un 24,4% dels casos presenten cariotip complex.

La del(5q) és més freqiient en les dones i la trisomia 8 en els
homes, de manera estadisticament significativa.
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Analisi comparativa dels subtipus segons la classificaci6 de I'OMS 2008 entre

regions sanitaries

S’han observat diferéncies estadisticament significatives en la distribucido dels

subtipus de SMD segons la classificacid de I’'OMS 2008 i la regid sanitaria, en tots els

subtipus a excepcid de la Sd 5g- (taula 16).

Taula 16. Distribucié de les SMD segons la classificacié de I’'OMS 2008 i regid sanitaria.

SMD SENSE

(p<0,001) AR  CRDM ARS AREB TOTAL
5q- TIPIFICAR
19 42 20 56 62 40

R1 239
(7,9%)  (17,6%) (8,4%)  (23,4%)  (259%)  (16,7%)
11 29 15 25 22 23

R2 125
(8,8%)  (23,2%)  (12,0%) (20,0%) (17,6%)  (18,4%)
3 42 9 5 10 2

R3 31
(9,7%) (6,5%)  (29,0%)  (16,1%)  (32,3%) (6,5%)
10 4 32 4 41 20

R4 111
(9,0%) (3,6%)  (28,8%) (3,6%) (36,9%)  (18,0%)
43 77 76 90 135 85

TOTAL 506
(8,5%)  (15,2%)  (15,0%) (17,8%) (26,7%)  (16,8%)

Analisi comparativa dels resultats citogenétics entre regions sanitaries:

Cariotip i tipus d’anomalia

Existeixen diferencies estadisticament significatives si comparem el cariotip entre

les diferents regions sanitaries. En els pacients diagnosticats en la regidé R1 s’observa

un 47,7% de casos amb cariotip alterat, en les altres regions és entre un 30% i

39,4%, essent les regions R2 i R3 les que mostren més percentatge de casos amb

cariotip normal (taula 17). Pero quan s’analitzen els tres tipus d’anomalia més

freqlients, 5qg-, trisomia 8 i perdua del cromosoma Y no s’observen diferencies

significatives (taula 18).
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Taula 17. Distribucié del nombre de casos amb cariotip normal i alterat segons la regié

sanitaria.
(p=0,010) Cariotip Normal Cariotip Alterat Total
R1 113 (52,3%) 103 (47,7%) 216
R2 83 (69,7%) 36(30,3%) 119
R3 21 (70%) 9 (30%) 30
R4 63 (60,6%) 41 (39,4%) 104
TOTAL 280 (59,7%) 189 (40,3%) 469

Taula 18. Distribucié de les anomalies més freqiients segons la regié sanitaria.

perdua
(p=0,693) delecio 5q trisomia 8 TOTAL
cromosoma Y
R1 18 (52,9%) 6(17,6) 10 (29,4%) 34
R2 10 (62,5%) 1(6,3%) 5(31,3%) 16
R3 2 (66,7%) 1(33,3%) 0 (0%) 3
R4 10 (52,6%) 5(26,3%) 4(21,1%) 19
TOTAL 40 (55,6%) 13 (18,1%) 19 (26,4%) 72

Cariotip complex: s’observen diferéncies estadisticament significatives en el
nombre de casos amb anomalies cromosomiques que presenta cada una de les
regions. El casos diagnosticats a la R3 son els que presenten un nombre superior de

cariotip complex (44,4%) respecte al percentatge inferior de la R4 (9,8%) (taula 19).
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Taula 19. Distribucié del nombre d’anomalies en els cariotips alterats segons regions

sanitaries.
(p=0,029) 1-2 Anomalies 23 Anomalies TOTAL
R1 72 (69,9%) 31 (30,1%) 103
R2 29 (80,6%) 7 (19,4%) 36
R3 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9
R4 37 (90,2%) 4 (9,8%) 441
TOTAL 143 (75,7%) 46 (24,3%) 189

Grups de risc citogenétic: no s'observen diferéncies estadisticament significatives

guan es classifiquen els resultats del cariotip per grup de risc citogenetic (IPSS-R,

2012) i regid sanitaria (taula 20).

Taula 20. Distribucié de grups de risc segons IPSS-R 2012 i la regi6 sanitaria.

Molt Molt

(p=0,115) Favorable Intermedi Advers TOTAL
Favorable Advers
13 143 23 13 24

R1 216
(6%) (66,2%) (10,6%) (6%) (11,1%)
2 95 10 6 6

R2 119
(1,7%) (79,8%) (8,4%) (5%) (5%)
2 23 1 1 3

R3 30
(6,7%) (76,7%) (3,3%) (3,3%) (10%)
6 79 12 ( 3 4

R4 104
(5,8%) (76%) 11,5%) (2,9%) (3,8%)
23 340 46 23 37

TOTAL 469
(4,9%) (72,5%) (9,8%) (4,9%) (7,9%)
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RESUM

En la R1 ICO-HGTIP (Barcelonés Nord, Baix Maresme)
s’observa una major freqliéncia de casos amb el cariotip
alterat, de manera estadisticament significativa.

La distribucio de les anomalies més freqiients entre regions
és semblant.

En la R3 ICO-HJT (Gironés, Pla de I’Estany, Selva Interior)
s’observa una major freqiiéncia de casos amb cariotip
complex, de manera estadisticament significativa.
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COMPARATIVA ENTRE MALALTIES

Taula 45. Poblacié d’estudi per hemopatia i regié sanitaria: R1, (ICO-HGTIP, Barcelonés
Nord, Baix Maresme), R2 (HVC i HJXXIIl, Tarragonés, Terres de I'Ebre), R3 (ICO-HIT
Girones, Pla de I’Estany i Selva Interior) i R4 (ICO-HDIR, L’'Hospitalet i el Prat del Llobregat,

Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt penedeés).

Incidéncia
Regiod Nombre Sexe (%) Edat
Anual
sanitaria de casos Homes/Dones Mediana (extrems)
(/100.000-any)

LMC (p<0,001) (p=0,365) (p=0,708)
R1 96 1 65/35 52 (15-83)
R2 42 1 55/45 58 (26-85)
R3 38 2 50/50 51,5 (14-79)
R4 39 0,7 64/36 53 (25-77)
TOTAL 215 1,2 60/40 53 (15-85)
SMD (p<0,001) (p=0,775) (p=0,031)
R1 239 4 57/43 71(22-96)
R2 125 5 60/40 75 (27-88)
R3 31 2 65/35 71 (36-89)
R4 111 2,9 61/39 69 (24-86)
TOTAL 506 3,5 59/41 72 (22-96)
LMA (p<0,001) (p=0,365) (p=0,025)
R1 393 5 56/44 62 (15-96)
R2 164 4,5 56/44 65 (15-89)
R3 87 5 56/44 58 (18-78)
R4 169 2,9 63/37 64 (19-91)
TOTAL 813 4,4 57/43 62 (15-96)
Incidéncia
Regid Nombre Sexe (%) Edat
Anual
sanitaria de casos Homes/Dones Mediana (extrems)

(/100.000-any)
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LLA (p<0,001) (p=0,898) (p=0,161)
R1 127 2 55/45 39 (15-87)
R2 33 1 54/46 39 (15-81)
R3 34 2 50/50 31 (15-74)
R4 25 0,4 60/40 45 (19-74)
TOTAL 219 1,4 55/45 39 (15-87)
LLC (p<0,001) (p=0,710) (p=0,009)
R1 284 5 61/39 67 (27-90)
R2 140 4 62/38 70 (37-87)
R3 99 6 57/43 63 (38-88)
R4 376 6,4 63/37 69 (33-95)
TOTAL 667 5,5 61/39 69 (27-95)

Figura 51. Distribucio dels casos diagnosticats de leucemies i SMD, en percentatge, de cinc

centres sanitaris corresponents a quatre regions sanitaries diferenciades geograficament:

ICO-HGTIP (R1, Barcelones Nord, Baix Maresme) , HVC i HIXXIIl (R2, Tarragones, Terres de

I’Ebre), ICO-HIT (R3, Gironés, Pla de I'Estany i Selva Interior) i ICO-HDiR (R4, Hospitalet, Baix

Llobregat, Garraf, Anoia, Alt penedes).
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Resultats

Figura 52. Representacio grafica del nombre de casos per grup d’edat de les cinc

hemopaties estudiades: LMC, SMD, LMA, LLA i LLC.
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Figura 53. Distribucio del percentatge de casos amb cariotip alterat i de casos amb

cariotip complexo per hemopatia.
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Figura 54. Representacio grafica dels grups de risc citogenétic en percentatges per a cada

una de les hemopaties estudiades
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Resultats
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6.1. Caracteristiques Cliniques i d’Incidéncia de la série
En la present tesi doctoral s’han descrit els resultats dels estudis citogenetics
d’'una serie de 2652 pacients diagnosticats de LMC (8,1% del casos), LMA
(30,6%), LLA (8,3%), LLC (33,9%) i SMD (19,1%) (figura 51).

La mitjana de la taxa bruta d’incidencia en la poblacid ha estat per ordre
decreixent de 5,5 casos /100.000 habitants i any per la LLC, 4,4 casos per la LMA,
1,4 casos per la LLA, 1,2 casos per la LMC i 3,5 casos per les SMD. El percentatge
d’homes diagnosticats per a totes les hemopaties ha estat superior al de les
dones. Les medianes d’edat per cada una de les malalties ha estat per ordre
decreixent de 72 anys per les SMD, 69 anys per la LLC, 62 anys per la LMA, 53
anys per la LMC i 39 anys per la LLA. Si s’estableixen els grups d’edat segients:
<30, 30-39, 40-49, 50-59, 60-69 i 270 anys, el percentatge de pacients
diagnosticats de SMD, LMA i LLC, incrementa a cada decada; per contra, en la LLA
la freqiiencia maxima de pacients diagnosticats ha estat en el grup inferior als 30
anys, i en la LMC a partir dels 30 anys la freqiiéncia s’"ha mantingut estable (figura

52).

Les dades d’incidéncia, edat i sexe de les hemopaties malignes estudiades sén
semblants a les dades reportades per a altres paisos occidentals (taula 49, 50)
(Matasar, Ritchie et al. 2006, Marcos-Gragera, Vilardell et al. 2006, Ma, Does et
al. 2007, Yamamoto, Goodman 2008, Sant, Allemani et al. 2010, Neukirchen,
Schoonen et al. 2011). La taxa d’incidencia trobada en la LMC en la present tesi
(1,2/100000-any) és semblant a la de I'estudi publicat per Sant et al (1,2/100000-
amy) (Sant, Allemani et al. 2010), pero superior a la publicada per Yamamoto et
al (Yamamoto, Goodman 2008) (0,16/100000-any). Des de que es va definir la
LMC per ser BCR-ABL1 positiva, és una entitat amb un criteri diagnostic ben
establert, en el Sud d’Europa hi ha una incidéncia superior a la resta de regions
europees (figura 3, pag. 35), estan d’acord amb el resultat del present estudi. En
els paisos orientals les incidencies son inferiors en totes les hemopaties, sent la

LLC la que presenta més diferencia (taula 49, 50). Una altra de les diferéncies que
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s’observen entre els paisos occidentals i els orientals és |I'edat mediana de
diagnostic de les diferents hemopaties, sobretot en la SMD (taula 50). Matsuda
et al (Matsuda, Germing et al. 2010) observen que la mediana de presentacio de
la AR (SMD) en pacients diagnosticats al Japd és 10 anys per sota de la mediana

de pacients diagnosticats a Alemanya.
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Taula 49. Relaci6 de les taxes crues d’incidéncia (/100.000 habitant i any) i distribucié del sexe a Europa, Nord Ameérica i zones d’Asia de les

cinc hemopaties malignes analitzades.

Taxa bruta d'incidéncia

(100.000 habitants i any) Sexe

Leucémia Mieloide Cronica
Dades Tesi 1,2 1,5:1%
Europa (ICD-0-3*) / Sant et al (2010) 1,1 1,23 /0,98"
Nord Ameérica (ICD-0-3) / Yamamoto et al (2008) 0,16 0,18/0,14*
poblacid caucasica - 0,07/0,05"
poblacio hispanica - 0,07/0,04"
poblacié d'origen africa - 0,05/0,05*
poblacio asiatica/llles del Pacific - 0,07/0,06"

Asia / Au WY et al (2009)

Xina 0,39-0,55 1,5:1%
Hong Kong 0,9 1,5:1%
Filipines 0,7-0,9 1,3:1%
Singapur 0,7 1,3:1%
Corea del sud 0,8 1,6:1%
Tailandia 0,50 1,7:1%

*|CD-0-3: International Classification of Diseases for Oncology
**0OMS 2008: Classificacid segons I'Organitzacié Mundial de la Salut 2008
& ratio; + taxa bruta d’incidéncia (100.000 habitants i any) #taxa d'incidencia estandarditzada per edat
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Taxa bruta d'incidéncia

(100.000 habitants i any) Sexe
Sindromes Mielodisplastiques
Dades Tesi 3,5 1,4:1%
Europa (ICD-0-3) / Sant et al (2010) 1,82 2,03/1,62"
Duseldorff (OMS 2008**) / Neukirchen J et al (2011) 3,78 4,30/3,32"
Nord América (ICD-0-3) / Ma X et al (2007) 3,4* 4,5/2,7"
poblacié caucasica 3* -
poblacié d'origen africa 2,6" -
poblacié asiatica / llles del pacific 1,38" -
Japé / Shimizu H et al (1995) 1 -
Leucémia Mieloide Aguda
Dades Tesi 4,4 1,3:1%
Europa (ICD-0-3) / Sant et al (2010) 3,62 3,90/3,35"
Nord America (ICD-O-3) / Yamamoto et al (2008) 4,15
poblacié caucasica - 5,12/3,37"
poblacid hispanica - 4,18/3,11"
poblacié d'origen africa - 3,87/2,72"
poblacié asiatica - 4,16/2,72"
Japd / Nakase K et al (2000) - 1,4:1%

*|CD-0-3: International Classification of Diseases for Oncology
**0OMS 2008: Classificacio segons I'Organitzaciéo Mundial de la Salut 2008
& ratio; + taxa bruta d’incidéncia (100.000 habitants i any) #taxa d'incidencia estandarditzada per edat
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Taxa bruta d'incidéncia

(100.000 habitants i any) Sexe
Leuceémia Limfoblastica Aguda
Dades Tesi 1,4 1,2:1%
Europa (ICD-0-3) / Sant et al (2010) 1,28 1,44/1,12
Girona (OMS 2008) / Marcos-Gragera R et al (2006) 1,6
Nord America (ICD-0-3) / Yamamoto et al (2008) 1,92
poblacid caucasica 2,02 2,43/1,62
poblacié hispanica 2,46 2,88/2,05
poblacié d'origen africa 1,27 1,54/1,00
poblacié asiatica 1,9 2,18/1,62
Xina / Ni X et al (2011) 0,81 0,86/0,75
Leuceémia Limfatica Cronica
Dades Tesi 5,5 1,6:1%
Europa (ICD-0-3) / Sant et al (2010) 4,92 5,87/4,01
Girona / Marcos-Gragera R et al (2006) 4
Nord America (ICD-O-3) / Yamamoto et al (2008) 5,2
poblacio caucasica 5,34 6,94/3,75
poblacié hispanica 2,87 3,67/2,10
poblacié d'origen africa 3,86 4,97/2,76
poblacié asiatica 1,59 2,06/1,13
Ruchlemer R et al (2013)
Xina - 2:1%
Japé 0,08 /0,48 1,6:1%
Corea 0,04 -
Taiwan <0,48 -

*|CD-0-3: International Classification of Diseases for Oncology
**0OMS 2008: Classificacio segons I'Organitzaciéo Mundial de la Salut 2008
& ratio; + taxa bruta d’incidéncia (100.000 habitants i any) #taxa d'incidencia estandarditzada per edat
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S’han observat diferéncies en la taxa crua d’incidéncia entre les quatre regions
analitzades en cada una de les hemopaties malignes. Una de les limitacions de
I'estudi és el fet de ser un recull de dades de manera retrospectiva, que ha
implicat periodes diferents d’inclusié de malalts per cada un dels hospitals i que
pot representar un biaix. Les taxes crues d’incidencia trobades per la LMC, SMD,
LMA i LLA en la regié sanitaria R4 (L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix
Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés) son significativament inferiors a la resta de
regions. També s’observen diferéncies en les medianes d’edat entre regions per
les entitats SMD, LMA i LLC. La mediana d’edat dels pacients diagnosticats en el
regio sanitaria R3 (Girones, Pla de I'Estany, Selva Interior) son significativament
inferiors a la resta de regions en totes les leucemies estudiades. Per contra, la
mediana d’edat dels pacients que pertanyen a la regid R2 (Tarragones, terres de
I’'Ebre) sén significativament superiors a la resta, tant en les SMD, com en la LMA
i la LLC. Ni per la proporcié d’homes ni de dones no s’han observat diferéncies
entre regions sanitaries. Factors propis de cada un dels centres (alguns sén
referents per algunes de les hemopaties descrites) i una atencié medica altament

especialitzada fa que les dades no siguin homogeénies entre regions.

El resultats de la tesi, percentatge de casos amb cariotip alterat, tipus d’anomalia
i percentatge de casos amb cariotip complex per malaltia sdn semblants amb els
descrits en els diferents estudis en els paisos occidentals (Wetzler, Dodge et al.
1999, Dohner, Stilgenbauer et al. 2000, Slovak, Kopecky et al. 2000, Byrd, Mrozek
et al. 2002, Ribera, Ortega et al. 2002, Haferlach, Kern et al. 2004, Mancini,
Scappaticci et al. 2005, Sole, Luno et al. 2005, Bernasconi, Klersy et al. 2005,
Haase, Germing et al. 2007, Haferlach, Dicker et al. 2007, Pozdnyakova, Miron et
al. 2008, Pullarkat, Slovak et al. 2008, Lo-Coco, Cuneo et al. 2008, Castagnetti,
Testoni et al. 2010, Moorman, Chilton et al. 2010, Grimwade, Hills et al. 2010,
Fiegl, Erdel et al. 2010, Fabarius, Leitner et al. 2011, Marzocchi, Castagnetti et al.
2011, Oliveira, de la Banda et al. 2011, Giertlova, Hajikova et al. 2011, Schanz,
Tuchler et al. 2012, Luatti, Castagnetti et al. 2012) (taula 50). L’estudi citogenetic

(cariotip convencional complementat amb la técnica de FISH) ha mostrat una
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fregliencia més elevada de casos amb alteracions en la LLA i LLC, després en les
LMA i SMD. S’han trobat més casos amb cariotip complex (segons la definicié per
a cada una de les hemopaties) en les LLA, seguit de les LMA, SMD i finalment en
la LLC (figura 53). En conseqiiéncia, en les leucémies agudes trobem una
proporcié de pacients amb cariotip complex inclosos en el grup de risc
citogeneétic advers superior que en les SMD i LLC, hemopaties considerades pre
leucemiques o croniques. Podriem dir que I'acumulacid d’anomalies que es
manifesta en el cariotip complex aniria associat a hemopaties amb clinica més
aguda, i per tant, més agressives, fet que també s’observa en I’AREB, subtipus de
SMD en el llindar de la LMA (Zemanova, Michalova et al. , Greenberg, Tuechler

etal. 2012) .
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Taula 50. Resultats citogeneétics de la tesi d’altres arees geografiques.

edat . Anomalia més Cariotip
.. sexe (%) . Cariotip ..

, ‘ - Série Homes/Dones mediana Alterat (%) freqiient segorus ‘el .(23
Sindromes Mielodisplastiques (extrems) Cariotip anomalies)
Dades Tesi 506 59/41 72 (22-96) 40,3 5¢- 9,8
Internacional / Schanz et al (2011) 2902 58/42 70 (16-96 44,9 5g- 9,1
Nord Ameérica / Pozdnyakova et al (2008) 1029 65/34 67 (19-92) 45 5g- 17,6
Alemanya i Austria / Haase et al (2007) 2124 56/44 65,7 (0-96) 52,3 5g- 13,4
Italia / Bernasconi et al (2005) 331 63/37 63 (53-70) 62,2 5g- 9
Espafia / Solé et al (2005) 968 57/43 70 (1-94) 47 50- 11,1
Xina / Qu et al (2012) 532 67/33 48 (16-81) 65 trisomia 8 16
india / Chaubey et al 40 01:01,2 42 (14-75) 47,5 monosomia 7 22,5
Xina / Wang et al (2010) 435 57/43 58 (18-90) 38,7 trisomia 8 23,2
Xina / Chen et al (2005) 508 1,35:1 49 (65-73) 37,1 trisomia 8 7,2

. sexe (%) t.edat Cariotip f\nomalia més Cariotip

o Serie Homes/Dones mediana Alterat (%) freqiient sego.ns fal .(>3
Leucémia Mieloide Aguda (extrems) Cariotip anomalies)
Dades Tesi 813 57/43 62 (15-96) 56,4 t(15,17),inv(16),+8 17,5
Tunisia# / Gmidéne et al (2012) 534 57/43 37 (0-95) 66,6 t(15,17),t(8;21),+8 8,8
Anglaterra (MRC) / Grimwade et al (2010) 1272 - 44 (16-59) 59 t(15,17),t(8;21),+8 9
Italia (GIMEMA)&# / Lo-Coco et al (2008) 397 - 46 (15-60) 57,2 t(8;21), inv(16),+8 4,3
Nord América (CALGB)&# / Byrd et al (2002) 1213 53/47 52 (15-96) 52 t(8;21), inv(16),+8 11,1
Nord America (SWOG) / Slovak et al (2000) 609 57/43 39 (16-55) - t(8;21), inv(16),+8 -
Xina# / So et al (2011) 629 1,2:1(ratio) 43(-) 59 t(15,17),t(8;21),+8 7
Xina# / Cheng et al (2009) 1432 54/46 42 (4-84) 58 t(15,17),t(8;21),+8 6,4
Singapur# / Enjeti et al (2002) 501 66/34 48 (15-100) 61 t(15;17),+8 17

#de novo, &t(15;17) no inclosa en I'estudi
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edat . Anomalia més Cariotip
.. sexe (%) . Cariotip ..

o - Série Homes/Dones mediana Alterat (%) freqiient segorus ‘el .(>4
Leucémia Limfoblastica Aguda (extrems) Cariotip anomalies)
Dades Tesi 219 55/45 39 (15-87) 75,3 t(9;22) 21,2
Anglaterra (MRC) / Moorman et al (2010) 349 1,2:1 (ratio) (15->70) 74 t(9;22) 7
Nord America (SWOG) / Pullarkat et al (2008) 200 60/40 32 (16-65) 78 t(9;22) -
Italia / Mancini et al (2005) 378 60/40 31 (14-60) 70 t(9;22) -
Espanya (PETHEMA) / Ribera et al (2002) 86** 58/42 33 (19-50) 70 t(9;22) -
Nord Ameérica (CALGB) / Wetzler et al (1999) 256 61/39 33 (16-80) 69 t(9;22) -
Xina (LLA-B) / Bao et al (2009) 137 48/52 44 (19-83) 77,7 t(9;22) -

. sexe (%) t.edat AIte(r:::I(c"’/:I)F; f\nomalia més Cariotip
Serie mediana freqlient segons el (23
T D (extrems) ARl Cariotip / FISH anomalies)

Leucémia Limfatica Cronica (%)

trisomia 12 /
Dades Tesi 667 61/39 69 (27-95) 34,5-69,6 del(13)(q14) 51
Catalunya / Oliveira et al (2011) 135 65/35 67 (28-94) 20,4 - 68,7 /del(13)(q14) 51
6519

Eslovaquia / Giertlova et al (2010) 86 62/38 (mitjana) /45 /del(13)(q14) i
Europeu* / Fielg et al (2010) 105 71/29 63 (49-92) /84 /del(17)(p13) -
Alemanya / Haferlach et al 2007 506 64/36 66 (31-86) /78,4 /del(13)(q14) -
Alemanya / Déhner et al (2010) 325 61/39 62 (30-87) /82 /del(13)(q14) -
Xina / Lai et al (2011) 275 67/33 61(35-90) /77,8 /del(13)(q14) -
Turquia / Durak et al (2009) 79 65/35 64+1,2 /50,6 /del(13)(q14) -
Xina / Qiu et al (2008) 143 74/26 62 (35-86) /72,7 /del(13)(q14) -
Japd / Asou et al (1993) 55 - - 45,8/- 13q/- >5,1

*Seérie de pacients que entren a tractament, **seérie de pacients adults
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La freqléncia de casos amb cariotip alterat mostra una tendéncia a presentar
més cariotips alterats en els nens amb LMA i LLA (Olah, Balogh et al. 1997,
Forestier, Johansson et al. 2000, Moorman, Chilton et al. 2010, Gmidene,
Sennana et al. 2012) i s’han trobat anomalies propies de nens o adults joves com
son les translocacions t(8;21)(q22;922), inv(16)(p13g22) en les LMA (Grimwade,
Hills et al. 2010) o lat(12;21) en la LLA (Ross, Zhou et al. 2003, Tomizawa, Koh et
al. 2007) i altres propies de gent gran com és la t(9;22)(q34;911.2) en les LLA
(Ribera, Garcia et al. 2012) . Els resultats de la tesi mostren en les SMD, LMA i LLA
una tendéncia a presentar un percentatge de casos amb cariotip alterat superior
en els pacients menors de 60 anys. Per contra, en les LLC el grup de pacients amb
més casos amb cariotip alterat és el major de 60 anys. Si que s’han detectat
variacions segons el tipus d’anomalia, segons el grup d’edat i hemopatia, que
seran discutides posteriorment en cada una de les entitats.

No s’han observat diferéncies entre sexes respecte el percentatge de casos amb
cariotip alterat, si pel tipus d’anomalia. La més coneguda és la delecié 5q com
alteracié unica en la Sindrome 5g- i que es va descriure com una sindrome
caracteristica del genere femeni (Van den Berghe, Michaux 1997) . En els
resultats de la present série tampoc s’han observat diferencies significatives en el
percentatge de casos amb cariotip alterat entre géneres. Les d’anomalies
observades que s’han associat al genere seran discutides posteriorment en cada

una de les entitats.

6.2. Comparacié de la Incidéncia i tipus d’alteracions cromosomiques en
Leucémia Mieloide Cronica
El percentatge de casos amb translocacid t(9;22)(934;911.2) en FC ha estat del
90,6%, de translocacié variant [t(v;22)] del 6% i de casos amb anomalies que
acompanyen el cromosoma Ph’ del 3,4% en una serie de 181 casos amb férmula
cromosomica. Per contra en FA o CB hi ha un 25% de casos amb translocacié
estandard, 6,3% de t(v;22) i 68,7% de casos que presenten anomalies
acompanyants. Els resultats son semblants a d’altres estudis (Fabarius, Leitner et

al. 2011, Luatti, Castagnetti et al. 2012, Mu, Ma et al. 2012). Respecte les
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microdelecions del cromosoma der(9)t(9;22) en la translocacié
t(9;22)(q34;922.1), el percentatge ha estat del 18,9%, dintre dels rangs descrits
(Primo, Tabernero et al. 2003, Castagnetti, Testoni et al. 2010, Herens, Tassin et
al. 2000, Jain, Parihar et al. 2012). La deteccié de microdelecions depén de la
sonda utilitzada i de si es considera solament la translocacié estandard o també
la translocacid variant. La sonda que s’ha utilitzat en I'estudi és la de doble color i
de doble fusié d’Abbot, la qual permet observar les dues fusions de la
reordenacid ens els cromosomes derivatius 9 i 22, per tant, permet detectar tant
les delecions 5’ABL com les de la regio 3’BCR del cromosoma 9 derivatiu. Aquesta
sonda detecta fragments grans i les delecions petites inferiors a 400 kb no es
veuen. El percentatge de casos amb microdelecié varia entre 11 i 26% amb Ia
sonda utilitzada en el present estudi (Herens, Tassin et al. 2000, Kolomietz, Al-
Maghrabi et al. 2001, Huntly, Bench et al. 2002, Primo, Tabernero et al. 2003,
Lim, Tien et al. 2005, De Melo, Milojkovic et al. 2008, Kim, Popradi et al. 2008,
Castagnetti, Testoni et al. 2010, Quintas-Cardama, Kantarjian et al. 2011,
Marzocchi, Castagnetti et al. 2011, Fabarius, Leitner et al. 2011, Belli, Alu et al.
2011, Bennour, Ouahchi et al. 2012, Jain, Parihar et al. 2012, Luatti, Castagnetti
etal. 2012, Mu, Ma et al. 2012) .

L’Unica diferencia que s’observa en comparacio entre regions sanitaries ha estat
la freqliencia de casos amb la translocacio variant. S’ha observat un percentatge
de casos més elevat en aquells pacients diagnosticats en la regié sanitaria R3
(Girones, Pla de I'Estany, Selva Interior) (15,8%) vs (0-5,7%). La causa la podriem
atribuir a factors medi ambientals dificils d’esbrinar en el present estudi. La regio
sanitaria que cobreix I’hospital ICO-HJT no destaca respecte a les altres regions ni
per I'activitat agricola, ramadera ni la proporcié de trafic rodat. Podria ser degut
a la mida de la mostra i seria interessant seguir I'estudi en aquesta linia per

validar els resultats.

6.3. Comparacié de la Incidéncia i tipus d’alteracions cromosomiques en
Leucémia Mieloide Aguda

El percentatge de casos amb cariotip alterat i classificats segons 'OMS 2008 ha
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estat del 56,5%. EL nombre de casos amb una sola anomalia ha estat el més
freqlient, seguit dels casos amb cariotip complex. El percentatge de casos amb
cariotip alterat descrit en la literatura és entre el 52 i el 59% de la LMA de I'adult
(>15 anys) (Byrd, Mrozek et al. 2002, Enjeti, Tien et al. 2004, Lo-Coco, Cuneo et
al. 2008, Cheng, Wang et al. 2009, Grimwade, Hills et al. 2010, Kayser, Dohner et
al. 2011, Miyawaki, Ohtake et al. 2011, So, Wan et al. 2011) .

Atenent els tipus d’anomalies s’ha observat una freqiéncia semblant a la resta
de paisos occidentals depenent de les edats dels pacients inclosos en les
diferents séries descrites. Els casos amb les translocacions t(15;17)(q22;q12),
t(8;21)(g22;922) i inversid/translocacions del cromosoma 16 sén més freqlients
en la poblacié inferior a 60 anys, i els casos amb cariotip complex s6n més
freqlient en la poblacié de 60 anys o superior (Lo-Coco, Cuneo et al. 2008,
Grimwade, Hills et al. 2010) . El cariotip complex s’observa en una proporcio
superior dels pacients diagnosticats de LMA relacionada amb displasia o
secundaria a un SMD.

En la present serie la distribucid de casos per grups de risc citogenetic ha estat
del 14,1% en el grup favorable, 61,7% en el grup intermedi i del 24,2% en el grup
advers, segons els grups d’estudi MRC (Grimwade, Hills et al. 2010) . La
proporcié de cariotips monosomics ha estat del 40,4% respecte als cariotips
alterats classificats en els grups intermedi i advers. Les dades sén molt semblants
a les reportades en els diferents estudis publicats (Breems, Van Putten et al.
2008, Medeiros, Othus et al. 2010, Kayser, Zucknick et al. 2012) .

No s’han observat diferéncies entre les quatre regions sanitaries analitzades
respecte al percentatge de casos amb cariotips alterats, la complexitat del
cariotip, ni per la definicid de cariotip monosomic. Sierra et al en un estudi
realitzat en la regié central, nord i sud d’Espanya troben que la t(15;17)(g22;12)
és més freqlient en la regio sud (21%), mentre que no hi detecten cap cas amb la
t(8;21)(g22;922) (Sierra, Alonso et al. 2006) . En el treball actual s’ha vist una
tendéncia respecte al tipus d’anomalia i la regid; sobta el percentatge elevat de
t(15;17)(g22;912) i I'abséncia d’inversions del cromosoma 16 en els casos de

I"ICO HIT (R3, Girones-Pla de I'Estany-Selva Interior), tot i aixi en aquesta regio es
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té un nombre de pacients petit i les dades poden quedar magnificades.

En l'analisi dels grups de risc citogenetic si que s’observen diferencies
significatives: la série de pacients diagnosticats de LMA en I'HVC/HIXXIII (R2,
Tarragonés-Terres de I'Ebre) presenta una freqiiencia menor de cariotips del
grup favorable; aquesta regié té una mediana d’edat superior a la resta de
regions, per tant, pocs pacients joves, que serien els que presentarien les
anomalies del grup favorable. En la serie de pacients diagnosticats en I’'hospital
ICO-DiR (R4, Hospitalet-Baix Llobregat-Garraf-Anoia-Alt Penedeés) s’observen més
pacients de risc advers com a conseqliencia d’englobar més anomalies de mal
pronostic més que per la freqliencia de cariotips complexos o per tenir una

proporcié elevada de pacients de 60 o més anys.

6.4. Comparacié de la Incidéncia i tipus d’alteracions cromosomiques en la
Leucémia Limfoblastica Aguda

El percentatge de cariotips alterats de pacients diagnosticats de LLA i classificats
segons I'OMS 2008 ha estat del 75.3%. El nombre de cariotips alterats amb una
sola anomalia ha estat el més freqlient. L'anomalia cromosomica amb més
nombre de casos ha estat el cromosoma Ph’ tant en el cariotip d’'una anomalia,
dues, tres, quatre o complex, fet que esta descrit en la literatura cientifica
(Rieder, Ludwig et al. 1996, Ko, Tang et al. 2002, Wetzler, Dodge et al. 2004) . Els
grans grups de tractament europeus, americans i un grup d’estudi xines
descriuen un percentatge entre un 70% i un 78% de cariotips alterats en la
poblacié adulta (>14 anys), essent la t(9;22)(g34;911.2) 'anomalia més frequient
com demostra la tesi (Wetzler, Dodge et al. 1999, Ribera, Ortega et al. 2002,
Mancini, Scappaticci et al. 2005, Pullarkat, Slovak et al. 2008, Bao, Gross et al.
2009, Moorman, Chilton et al. 2010) . Per grups d’edat, la preséncia de
cromosoma Ph’ ha estat més freqlient en els pacients majors de 40 anys (15,9%
vs 33%), i no s’ha observat un increment estadisticament significatiu en el grup
de 60 anys o més grans. Secker-Walker LM et al troben que en els adolescents
(15-20 anys) el cromosoma Ph’ es troba en un 10.3%, en els pacients entre 21-50

anys en un 21.8%, i en els pacients de més de 50 anys en un 43.8% (p< 0.01)
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(Secker-Walker, Craig et al. 1991) . La resta d’anomalies definides per I'OMS
2008, (t(4;11)(g21;923), t(1;19)(g23;p13.3), hiperdiploidia (51-65 cromosomes) i
hipodiploidia (<40 cromosomes), s’"han observat entre un 2,7 i un 3,7%, resultats
semblants al descrits en la literatura cientifica. Per Moorman AV et al la
t(4;11)(g21;923) representa un 4% dels pacients i solament una pacient té més
de 60 anys, per la t(1;19)(g23;p13.3) representa un 3% i cap d’ells supera els 60
anys, per la hiperdiploidia (51-65 cromosomes) representa un 7% i és més
freqlient en el grup d’edat entre 15 i 29 anys, i per la hipodiploidia (<40
cromosomes) representa un 3% i té una tendéncia a incrementar amb el grup
d’edat (Moorman, Chilton et al. 2010) . Aquesta distribucid d’anomalies
cromosomiques també s’observa en aquesta tesi. El concepte de cariotip
complex en els protocols de tractament de LLA en I'adult ha estat recentment
descrit i introduit per Moorman AV et al (Moorman, Harrison et al. 2007) , qui
defineix cariotip complex aquells cariotips de més de quatre anomalies excloent
les entitats definides per I'OMS 2008 (7% dels pacients). En I'estudi actual el
nombre de cariotips amb més de 4 anomalies ha representat un 21,2%, superior
al de Moorman AV et al ja que en el moment de I'analisi no es van excloure les
entitats definides per la OMS 2008. La distribucié per grups de risc citogenetic ha
estat del 52,2% en el grup estandard, 22% en el grup advers i del 25,8% en el
grup de pacients amb preséncia del cromosoma Ph’, segons la classificacio de
Moorman et al (Moorman, Chilton et al. 2010) . Les dades son molt semblants a
les descrites als diferents estudis publicats (Ribera, Ortega et al. 2002, Mancini,
Scappaticci et al. 2005, Pullarkat, Slovak et al. 2008, Moorman, Chilton et al.
2010, Ni, Shen et al. 2011) .

No s’han observat diferencies estadisticament significatives entre les quatre
regions sanitaries analitzades respecte al percentatge de citogenétiques
alterades, la complexitat del cariotip, ni pels grups de risc citogenetic. Tot i aixi,
hi ha una tendéncia a presentar més cariotips complexos a la regié del Gironés-
Pla de [I'Estany-Selva Interior, com s’ha anat dient en les hemopaties
anteriorment descrites.

Tot i que el nombre de casos diagnosticats de LLA en el hospital ICO HDIR
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(L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés) és
el més baix, és la regi6 amb un major percentatge de LLA Ph’'+ (47,1%); per
contra els pacients diagnosticats en I'lCO HJT (Girones-Pla de I'Estany-Selva
Interior) amb un nombre de casos semblant a la resta de regions, és el centre
amb un menor percentatge de LLA Ph'+ (15,8%). Possibles variacions
poblacionals respecte la LLA Ph’+ només s’han observat a nivell d’edat i la
mediana d’edat en les quatre regions ha estat semblant, per tant, aquest fet no
justificaria la variacio de casos Ph’+. No hi ha treballs epidemiologics especifics
d’aquesta entitat que justifiquessin aquesta diferencia. Davant d’una poblacio
homogenia en les quatre regions podria atribuir-se la diferéncia a factors medi

ambientals o d’estil de vida.

6.5. Comparacié de la Incidéncia i tipus d’alteracions cromosdomiques en la
Leucémia Limfatica Cronica

El percentatge de cariotips alterats de pacients diagnosticats de LLC ha estat del
34,5%, sent el cariotip amb una sola anomalia el més freqiient. Per contra, quan
s’ha utilitzat la técnica de FISH, el percentatge de casos alterats ha estat del
69,6%, sent igualment la preséncia d’una sola anomalia el més observat. Per
tant, com en altres séries, I'aplicacié de la tecnica de FISH ha facilitat la deteccid
d’anomalies que per tecniques convencionals sén criptiques o no detectable
perque la clona patologica no es divideix (Dohner, Stilgenbauer et al. 1999,
Oliveira, de la Banda et al. 2011) . L’'exemple més clar és la delecié de 13g14.3
gue s’ha descrit com a I'anomalia més freqient per FISH, mentre que per
tecniques convencionals és dificil de detectar. Tot i aixi la proporcié en el nombre
d’anomalies es manté tant amb la tecnica convencional com amb la técnica de
FISH, sent el cariotip d’'una anomalia la més freqlient per les dues tecniques
(Asou, Takechi et al. 1993, Dohner, Stilgenbauer et al. 1999, Athanasiadou,
Stamatopoulos et al. 2006, Lai, Huang 2011, Oliveira, de la Banda et al. 2011) .

La delecié 13q14.3 ha estat I'Unica anomalia que s’ha observat conjuntament
amb la trisomia 12, la del(11)(g22) o la del(17)(p13); solament la trisomia 12 s’ha

vist conjuntament amb les delecions de 11922.3 o 17p13.1 en 6 casos (0,8%).
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Dohner H et al descriuen per primera vegada, la freqgliencia d’anomalies
detectades per FISH i la seva correlacio clinica (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000) .
A cada una d’aquestes anomalies s’han descrit caracteristiques cliniques i de
laboratori: les delecions de TP53/del(17p) van associades a estadis avancats de la
malaltia comparat amb les altres anomalies cromosomiques (estadis B i C segons
Binet), i presenten amb més freqliencia anémia, plaguetopénia, leucocitosi i
xifres de LDH elevades, esplenomegalia i presencia d’adenopaties, el temps des
del diagnostic fins el requeriment de tractament s6n més curts, per tant amb
corbes de supervivencia inferiors a la resta d’anomalies (Dohner, Fischer et al.
1995, Geisler, Philip et al. 1997, Dohner, Stilgenbauer et al. 2000, Haferlach,
Dicker et al. 2007, Delgado, Espinet et al. 2012, Gladstone, Blackford et al. 2012) .
Les delecions de ATM/del(11q) va associades a pacients més joves, a leucocitosi i
xifres elevades de LDH, també poden presentar-se amb més freqliencia en
homes, en estadis més avancgats (B i C de Binet), poden presentar anémia,
esplenomegalia, adenopaties i els temps des del diagnostic fins al tractament sén
més curts que en el cas de les trisomies 12 i delecions 13q, per tant amb unes
corbes de supervivéncia inferiors a aquestes anomalies pero superiors a les
delecions TP53/del(17)(p) (Do6hner, Stilgenbauer et al. 1997, Dohner,
Stilgenbauer et al. 2000, Haferlach, Dicker et al. 2007, Gladstone, Blackford et al.
2012) . El més caracteristic que s’ha descrit de la trisomia 12 com a Unica
anomalia és la seva atipia a nivell morfologic i fenotipic (Hjalmar, Kimby et al.
1998) ; respecte a la seva supervivencia, és inferior a la del cariotip normal i a les
LLC amb delecions 13q (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000, Haferlach, Dicker et al.
2007) . Finalment les delecions 13q13 es caracteritzen per ser |'anomalia
cromosomica més freqlient com alteracid Unica per FISH (66%), que s’observa en
un 34% dels casos com anomalia acompanyant de la resta i que en un 24% dels
pacients la delecio és bial.lélica. Es considera de bon pronostic sempre i quant el
percentatge de nuclis amb delecié bial.lelica no superi el 60% de les cel-lules
analitzades (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000, Haferlach, Dicker et al. 2007, Dal
Bo, Rossi et al. 2011, Smonskey, Block et al. 2012) .

Tot i que la incidencia de casos diagnosticats de LLC incrementa en la poblacié de
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més edat, no s’han trobat diferéncies respecte al percentatge de cariotips
alterats o FISH alterats segons el grup d’edat. Quan s’ha analitzat la distribucio
del tipus d’anomalia en els pacients més joves de 60 anys o de 60 o més anys
s’ha vist que les delecions 13q14.3 i 11922.3 han estat més freqiients en els
pacients joves i la trisomia 12 i les delecions 17p13.1 en els pacients més grans,
sense ser estadisticament significatiu. Alhora d’analitzar segons el genere el
global d’anomalies per cariotip o per FISH és molt semblant en els dos generes,
pero segons el tipus d’anomalia si que s’han observat diferéncies estadisticament
significatives, destacant que tant per cariotip com per FISH la trisomia del
cromosoma 12 s’observa amb més freqiiéncia en les dones i les delecions
11922.3(ATM) en els homes.

Sobre la base dels treballs publicats en quant el pronostic de les anomalies
cromosomiques que es troben en més freqliencia en la LLC s’ha definit tres grups
basics: favorable, delecions 13g14.3 aillades, entre el 45% i 66%, intermedi,
trisomies 12 aillades i cariotips normals, que representen un 32% i un tercer grup
advers, les delecions d’ATM i TP53 que representen entre un 17%-25% (Dohner,
Stilgenbauer et al. 2000, Qiu, Xu et al. 2008, Durak, Akay et al. 2009, Fiegl, Erdel
et al. 2010, Oliveira, de la Banda et al. 2011, Lai, Huang 2011, Woyach, Ruppert
et al. 2011) , dades que coincideixen amb els resultats presentats.

No s’han observat diferéncies entre les quatre regions sanitaries analitzades
respecte al percentatge de citogenetiques alterades, ni per tipus d’anomalia, ni
per la complexitat del cariotip, ni per grup de risc citogeneétic. Esmentar que en el
grup de pacients diagnosticats en I'lCO HIT (Gironés/Pla de I’Estany/Selva
Interior) s’ha observat una tendéncia a presentar cariotips amb 3 o més
anomalies (complexos per LLC) superior a les altres regions. Respecte al publicat
a la literatura cientifica tampoc es troben diferencies citogenétiques entre
regions separades geograficament (Asou, Takechi et al. 1993, Qiu, Xu et al. 2008,

Durak, Akay et al. 2009, Lai, Huang 2011) .

6.6. Comparacioé de la Incidéncia i del tipus d’alteracions cromosomiques en

les Sindromes Mielodisplastiques
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El percentatge de cariotips alterats de pacients diagnosticats de SMD i classificats
segons I'OMS 2008 ha estat del 40,3%, molt semblant als resultats publicats en
altres séries (39% - 47%) (Chen, Zhao et al. 2005, Sole, Luno et al. 2005,
Bernasconi, Klersy et al. 2005, Haase, Germing et al. 2007, Pozdnyakova, Miron
et al. 2008, Wang, Wang et al. 2010, Chaubey, Sazawal et al. 2011, Schanz,
Tuchler et al. 2012, Qu, Xu et al. 2012) . La majoria sén estudis de pacients
diagnosticats de SMD i classificats segons 'OMS 2008, excepte els treballs
publicats abans del 2008 on hi ha incloses les LMMC i AREB amb més d’'un 19%
de blastos (Sole, Luno et al. 2005, Chen, Zhao et al. 2005, Bernasconi, Klersy et
al. 2005, Haase, Germing et al. 2007, Pozdnyakova, Miron et al. 2008) . Qu et al
(2012) descriuen un 65% d’anomalies, que és una frequéncia molt alta en una
seleccio de pacients diagnosticats de SMD primaris dins d’una cohort de pacients
amb una distribucié geografica molt gran, on engloben tant regions rurals com
urbanes (del Sud Est d’Asia) (Qu, Xu et al. 2012) . En la nostra série el cariotip
alterat amb una anomalia ha estat el més freqlient, essent la delecié del
cromosoma 5q la més freqlientment observada, seguida de la trisomia 8. Entre
els cariotips de dues anomalies, I'alteracié més freqiient ha estat el 5g- amb una
altra alteracid, la monosomia del cromosoma 7 o0 7g- més una altra anomaliai la
trisomia 8 més una altra; pel que fa als cariotips complexos, les anomalies dels
cromosomes 5 i 7 també han estat les més freqlients. Son resultats molt
semblants als publicats per Schanz et al (2012) (Schanz, Tuchler et al. 2012) . Als
estudis realitzats a la poblacié xinesa i a la poblaciod japonesa, la freqiiencia en el
tipus d’anomalia varia respecte a els paisos occidentals, la trisomia del
cromosoma 8 és la més freqlient i les delecions 5q son rares (Wang, Wang et al.
2010, Qu, Xu et al. 2012, Yagisawa, Okazuka et al. 2012) . El percentatge de
cariotips complexos, incloent-hi la serie del treball actual varia entre el 9% i 18%
en els paisos occidentals, i entre el 16% i 23%, a excepcié de Chen B et al que
només n’observa un 7% (Chen, Zhao et al. 2005) . Aquestes variacions poden
estar influides pel fet d’incloure a la serie els casos catalogats d’AREB en
transformacié (20-30% de blastos a la MO) (OMS, 2001) que comporten un

percentatge de cariotips complexos superior. La distribucié de pacients segons
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els grups de risc citogenetic és la mateixa que la reportada pels sistemes de
puntuacio IPSS-R (Schanz, Tuchler et al. 2012) .

El tipus d’anomalia varia de manera significativa amb el grup d’edat, les
delecions 5q s’observen amb unes medianes de 68 anys, la trisomia del
cromosoma 8 presenta una mediana de 70 anys i la pérdua del cromosoma Y de
73 anys (Pozdnyakova, Miron et al. 2008, Schanz, Tuchler et al. 2012) . En la
nostra serie han estat més freqiients les delecions 5q, 11g- i cariotips complexos
(anomalies estructurals) en el grup d’edat inferior a 60 anys. Per contra en
aquells pacients amb 60 anys o més el cariotip més freqlient ha estat la trisomia
8, perdua del cromosoma Y i monosomia 7/7g- sense ser estadisticament
significatiu. En la distribucid per tipus d’anomalia i per sexe, és de destacar que la
delecié 5q ha estat més freqient en les dones i la trisomia 8 en els homes de
forma estadisticament significativa. Van den Bergue et al ja van descriure que la
Sindrome 5q- es caracteritzava per presentar-se majoritariament en dones (Van
den Berghe, Michaux 1997) , pero no s’ha trobat descrit en la literatura cap
relacié entre la presencia de la trisomia 8 i el sexe masculi.

A I'hora de comparar els resultats citogenétics entre les quatre regions sanitaries
analitzades, s’han observat diferéncies estadisticament significatives en relacio al
nombre de casos amb cariotip normal i alterat, i la preséncia de cariotips
complexos. No pel tipus d’anomalia, ni pels grups de risc citogenétic (IPSS-R).

La serie de pacients diagnosticats de SMD en I'lCO HGTIP (R1, Barcelonés, Nord
Baix Maresme) presenta un percentatge més elevat de cariotips alterats que la
resta de pacients inclosos en els altres hospitals estudiats (47,7% vs 30% —
39,4%). La série és la més amplia i de resultats més semblants als publicats. Per
contra, tant la serie de pacients diagnosticats de SMD en els hospitals
HVC/HJXXIII (R2, Tarragones, Terres de I'Ebre) i a I'ICO HJT (R3, Girones-Pla de
I’'Estany-Selva Interior) el nombre de cariotips alterats és inferior al descrit, per
tant, son regions que presenten més normalitat citogenética, en unes séries de
pacients més petites.

Com succeeix en la LMC, en I'ICO-HIJT (R3, Gironés-Pla de I'Estany-Selva Interior)

ens trobem un percentatge de cariotips complexos superior a la resta. L’hospital
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ICO-DiR (R4, L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix Llobregat, Garraf, Anoia, Alt
Penedés) solament presenta un 9,8% de casos complexos, els hospitals
HVC/HJXXII un 19,4%, I’hospital ICO HGTIP un 30,1% i finalment I’hospital ICO HIT
un 44,4%. Es clar que en el cas de I'lCO HJT només hi ha una série de 9 pacients
amb cariotip alterat, 4 dels quals sén complexos. Les SMD sén el grup
d’hemopaties més dificil de diagnosticar, tant per les entitats més indolents, com
I’AR, o com per les més agressives com és I’AREB en el llindar de la LMA; per tant,
es creu que les diferencies trobades també podrien quedar justificades per un
cert grau de variabilitat en I'observacié i el diagnostic. L’AR és un dels subtipus
citologic amb més percentatge de cariotips normals i I’AREB el subtipus citologic
amb més cariotips alterats i alhora més complexos (Pozdnyakova, Miron et al.
2008) .

En definitiva, en les SMD hi ha un factor molt important que és la variabilitat
d’observacio i aixo representa una de les limitacions d’aquest estudi. S’ha de
remarcar que el grau de complexitat és superior en la regié sanitaria que abasta
I"hospital ICO-HJT (R3, Gironés-Pla de I'Estany-Selva Interior) i molt inferior en la
regio sanitaria de I'hospital ICO-DiR (R4, L'Hospitalet i el Prat de Llobregat, Baix

Llobregat, Garraf, Anoia, Alt Penedés).

Aixi doncs, els pacients diagnosticats en I'lCO HJT i que corresponen a la regié
sanitaria Gironeés/Pla de I'Estany/Selva Interior sembla ser que presenten més
complexitat en els cariotips que a la resta de regions, sigui pel nombre de casos

inclosos o per factors medi ambientals.

Les limitacions principals de la tesi han estat el biaix poblacional a causa dels
diferents periodes d’inclusio de pacients en cada una de les regions sanitaries i la
variabilitat en el criteri diagnostic citologic sense una revisid centralitzada.
L’hospital ICO DiR, en els anys de recollida de dades, ha anat ampliant la seva
cobertura sanitaria, sent actualment I’"hospital de referéncia a més a més de les
poblacions de I'Hospitalet i el Baix Llobregat, de les comarques del Garraf, de

I’Anoia i Alt Penedés. A aquestes zones hi ha hospitals comarcals amb capacitat

202



de diagnosticar i controlar les hemopaties menys agressives, per tant, no es pot
assegurar que tots els pacients amb diagnostic d’hemopatia maligna hagin estat

diagnosticats en I'ICO DiR.

La tesi ha proporcionat una visié global de possibles diferencies genétiques entre
les quatre regions sanitaries incloses que en un futur s’haurien de validar amb
estudis prospectius. El nombre de casos inclosos en alguna de les regions és petit
respecte a les altres. Es necessaria la creacié de registres de neoplasia mieloide i
limfoide en les diferents regions sanitaries de Catalunya per facilitar futurs

estudis epidemiogenétics.

D’altra banda, la citogenética (analisi dels cromosomes) i les técniques de
biologia molecular (analisi de polimorfismes mitjangant técniques de PCR,
I'analisi d’expressié génica per microarrays o la seqiienciacio massiva) sébn nous
mitjans de mesura de bio marcadors en estudis epidemiologics per comprendre
els mecanismes del cancer i la seva relaci6 amb |'exposicié a factors medi

ambientals.
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El percentatge de casos amb cariotip alterat, cariotip complex, el tipus
d’anomalia i la distribucio de casos segons els grups de risc citogenétic en
la LMC, SMD, LMA, LLA i LLC de pacients diagnosticats en els centres ICO-

HGTIP, HIXIII/HVC, ICO-HJT i ICO-HDIR estan dins dels rangs observats en
els paisos occidentals.

7.1. El percentatge de casos amb cariotip alterat en els casos diagnosticats de
SMD ha estat del 40,3%, en les LMA del 56,5%, en les LLA del 75,3%,i en el casos
diagnosticats de LLC del 77,9% (cariotip més FISH).

7.2 L’anomalia més freqlient en els pacients diagnosticats de SMD ha estat la
delecidé 5q, en la LMA la t(15;17)(g22;912), en la LLA la t(9;22)(934;911.2) i en la LLC
la trisomia 12 per cariotip i la del(13)(q14) per FISH.

7.3. El percentatge de casos amb cariotip complex en els pacients diagnosticats
de SMD ha estat del 24,4%, en la LMA del 31,1%, en la LLA del 28,5% i en la LLC ha
estat del 17,2%.

7.4. En el grup de pacients menors de 60 anys les anomalies més freqlents que
s’han observat de manera estadisticament significativa han estat Ila
t(15;17)(g22;912), t(8;21)(q22;922) i inv(16)(p13g22) en el cas de la LMA, i la
t(1;19)(q23;p13.3), t(4;11)(g21;923) i hiperdiploidia en el cas de la LLA. En el grup de
pacients de 60 anys o més grans les anomalies més freqiients que s’han observat de
manera estadisticament significativa han estat el cariotip complex en el cas de la

LMAilat(9;22)(g34;911.2) en el cas de la LLA.

7.5. En el grup de pacients de sexe femeni les anomalies més frequents que

s’han observat de manera estadisticament significativa han estat la delecid 5q en el
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cas de les SMD i la trisomia 12 en el cas de la LLC. En el grup de pacients de sexe
masculi les anomalies més freqlients que s’han observat de manera estadisticament
significativa han estat la trisomia8 en el cas de les SMD i les delecions

11922.3/ATMen el cas de la LLC.

S’han trobat algunes diferéencies significatives en I’estudi citogenétic
de les malalties analitzades segons la regio sanitaria definida per cada
un dels hospitals, que es podrien justificar per la variacio en el nombre

de casos inclosos en cada un dels centres, la variabilitat d’observacio
en el diagnostic i I’alta especialitzacio dels centres en algunes de les
hemopaties.

7.6. Els pacients que han estat diagnosticats en I’"Hospital ICO-HGTIP (regié R1,
Barcelonés Nord/Baix Maresme) presenten de manera estadisticament significativa
en el cas de les SMD, més proporcié de cariotips alterats i un percentatge de casos

en el grup de risc citogenetic advers superior a la resta de centres.

7.7. Els pacients que han estat diagnosticats en I'Hospital ICO-HJT (Regié R3,
Girones/Pla de I'Estany/Selva Interior) presenten de manera estadisticament
significativa més casos de translocacio variant a la t(9;22) en el cas de la LMC i més

cariotips complexos en el cas de les SMD que la resta de centres.

7.8. Els pacients que han estat diagnosticats en els Hospitals HVC/HJXXIII (regid
R2, Terres de I'Ebre/Tarragoneés) presenten de manera estadisticament significativa
en el cas de la LMA un percentatge de casos en el grup de risc citogenétic favorable

inferior a la resta de centres.
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