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Introduccion

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es la forma
mas comun de leucemia en adultos en el mundo
occidental, representando casi el 30% de todas las
leucemias'’. El curso clinico es muy variable, con
tiempos hasta la progresion que van de meses a dé-
cadas®. Si bien las clasificaciones de estadios cli-
nicos establecidas independientemente por Rai y
col® y Binet y col® son de importancia prondstica,
las mismas no resultan suficientes para predecir con
certeza el curso clinico en estadios tempranos de la
enfermedad, asi como tampoco para identificar pa-
cientes con mal pronostico. Esto determina la bus-
queda de marcadores adicionales para estratificar a
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los pacientes que presentan mayor riesgo de progre-
sion de la enfermedad. En el afio 1999 dos equipos
de trabajo®® demostraron independientemente que
el nivel de mutaciones presentes en los genes IGHV
(immunoglobulin heavy chain variable region) per-
mite dividir a la LLC en dos grandes grupos acorde
al porcentaje de homologia respecto de la linea ger-
minal. Aquellos casos con >98% de homologia son
considerados no mutados (NM), se asocian con peor
evolucion clinica, estadios avanzados, morfologia
atipica, rearreglos gendomicos de mal pronostico y
resistencia al tratamiento, mientras que los casos con
homologia <98% son considerados mutados (M) y
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presentan, en términos generales, mejor pronodstico.
Estos datos han sido posteriormente confirmados
por numerosos grupos, demostrando que el estado
mutacional de /GHV es uno de los predictores de
prondstico mas poderosos en la LLC7®),

Durante la maduracion de las células B normales en
los 6rganos linfoides primarios, el reordenamiento

de los genes de la cadena pesada de la inmunoglo-
bulina (IGH): region variable (V), region diversidad
(D) y region union J (Joining), unidos a los genes de
la cadena liviana de la inmunoglobulina (IGL), ka-
ppa o lambda, proporciona la base para la estructura
del receptor de células B (B-cell receptor; BCR) de
la inmunoglobulina (Ig)®” (Figura 1).
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Figura 1. Recombinacion V-D-J de los genes de inmunoglobulina. A) Diagrama mostrando el locus IGH@
humano, localizado en el brazo largo del cromosoma 14 (14¢32.33). B) Recombinacion V-D-J de los genes

de la cadena pesada de las inmunoglobulinas™”.

Los fragmentos V se agrupan por homologia de se-
cuencia en 7 familias: VH1-VH7, que al unirse lue-
go a los segmentos D y J originan un amplio reperto-
rio de rearreglos /IGHV posibles. Asimismo, cuando
la molécula de Ig de la superficie celular reconoce
su antigeno (Ag) especifico, se puede producir di-
versidad adicional con la induccion de mutaciones
somaticas en los genes VH. Este proceso, conocido
como hipermutacion somatica (HMS), contribuye
a un mejor reconocimiento antigénico por el BCR.
Asi, el repertorio de células B comprende alrededor
de 10'? especificidades antigénicas diferentes. En
este contexto, la probabilidad que dos clones de cé-
lulas B independientes pudieran llevar exactamente
el mismo BCR so6lo por azar es practicamente insig-
nificante.

Por su parte, la LLC muestra un repertorio de genes
IGHYV sesgado, siendo los que pertenecen a las fa-
milias VH3, VH4 y VHI, los mas utilizados®!"-'9.
Asimismo, las mutaciones somaticas no estan dis-
tribuidas uniformemente entre las familias VH, se
observa mayor representacion de VH3 y VH4 en
el grupo M y sobreexpresion de VHI en el estado
NMULD Ademas, la HMS no es uniforme entre los
genes IGHV: el gen IGHV1-69 presenta pocas 0 nin-
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guna mutacion, por el contrario los genes /IGHV'3-7,
IGHV3-23 e IGHV4-34, muestran una carga signifi-
cativa de HMS!"D. También, el uso de genes IGHV
varia en diferentes regiones geograficas, entre ellos
el gen IGHV3-21 se encuentra sobreexpresado en
los paises del norte de Europa en comparacion con
la region mediterranea!!9,

Simultaneamente, se ha observado que una propor-
cion de pacientes con LLC exhibe secuencias de
aminoacidos (aa) altamente homologas en la region
VH CDR3 (variable heavy chain complementari-
ty-determining region 3) de la IGH, producto de la
union V-D-J317, Dado que VH CDR3 es una region
critica para la elaboracion del sitio de reconocimien-
to antigénico, esas secuencias casi idénticas deno-
minadas “estereotipadas” (BCRE: B-cell receptor
estereotipado), podrian determinar especificidades
antigénicas similares. Las mismas se encuentran con
mayor frecuencia en los casos con IGHV-NMU7'® y
se agrupan en clusters de homologia. Existen dife-
rentes criterios para identificar este tipo de recepto-
res. El primero, establecido por Messmer y col.!'” y
Tobin y col.", requiere utilizar los mismos genes
IGHV-IGHD-IGHJ. Poco después se agruparon en
clusters, secuencias con una identidad de aa en VH
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CDR3 igual o superior al 60%"%!°) y una diferencia
en longitud <3 aa, aun con genes /GHV distintos.
Mas recientemente se observo que las secuencias
VH CDR3 estereotipadas podrian ser compartidas
entre casos que utilizaban genes de /GH/V diferen-
tes pero pertenecientes al mismo clan filogenético,
lo que significa que su linea germinal es cercana y
estd evolutivamente relacionada, estableciendo un
nuevo criterio mas exigente para la identificacion

de BCREs, que requiere que solo las secuencias re-
ordenadas que portan genes /GHV del mismo clan
(sea: 1, II o III), puedan asignarse al mismo grupo.
Las secuencias deben tener ademas: idénticas lon-
gitudes de VH CDR3 y posiciones exactas de aa
compartidos dentro de esta region, poseer al menos
el 50% de identidad de aa y mostrar 70% de aa con
propiedades fisico-quimicas similares'¥ (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios para la descripcidon de receptores estereotipados.

Stamatopoulos y col, 2007!® Agathangelidis y col, 201249
VH CDR3 % identidad de aa >60 >50
VHCDR3 % semejanza de aa n/a >70
Gen IGHV Cualquiera Clan
Largo VH CDR3 <3 =
Patrén compartido n/a =

n/a: no aplica

Al presente, se describieron 19 clusters denomi-
nados mayores, por ser los mas frecuentes!. El
porcentaje de casos de LLC BCREs varia de 12,5
a 32% en las cohortes publicadas®*”, lograndose
porcentajes de 20-30% en las series de mayor ta-
mafio"”. En algunos casos, la presencia de BCREs
asignados a un cluster determinado se correlaciona
con el curso clinico de la enfermedad, independien-
temente del estado mutacional o del gen /GHV invo-
lucrad0(12,]8,2l—23)'

Distintas evidencias han sugerido que el uso del gen
IGHV3-21 en la LLC puede representar un factor
pronostico adverso, independientemente de la pre-
sencia de HMS!82425_ Sin embargo, estudios de los

paises mediterraneos demostraron que la LLC con
IGHV3-21 cluster #2, presenta una mayor agresi-
vidad clinica, con un menor tiempo al primer tra-
tamiento (TTT) o tiempo hasta la progresion, en
comparacion con los casos de LLC que expresaron
IGHV3-21 no estereotipado>!'?, Esta observacion
fue confirmada por un estudio reciente sobre 8593
casos, que encontrd que soélo las LLC con /IGHV3-
21 estereotipado correspondientes al cluster #2,
presentaban un curso agresivo independientemente
de su estado mutacional, el resto de las /IGHV3-21
heterogéneas (no estereotipadas) mostraban un cur-
so dependiente de su estado mutacional, tal como
ocurre en los otros pacientes con LLC®??, (Tabla 2).

Tabla 2. Genes IGHV y receptores estereotipados de uso frecuente en LLC, sus implicancias clinicas.

Rearreglo Evolucion Referencias
Gen. IGHV usado
e IGHV3-21 Desfavorable 24,25
 IGHV3-23 e IGHV1-69 Desfavorable 15, 26,27
Clusters
e Cluster #1: IGHV1-5-7 Desfavorable 18, 22, 28
 Cluster #2: IGHV3-21 Desfavorable 12,13, 18, 22
 Cluster #4: IGHV4-34 Favorable 18,29, 30
* Cluster #8: IGHV4-39 Alto riesgo transformacién en Richter 31,32

NM: no mutado,; IGHV: immunoglobulin heavy chain variable region
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Ademas, el cluster #2 mostrd una alta frecuencia de
deleciones 11q@” y 13q©®?. Recientemente Rossi y
col.®?, analizando asociaciones preferenciales entre
alteraciones genéticas especificas y subgrupos de
BCREs, encontraron alta frecuencia de mutaciones
en SF3B1 (splicing factor 3b subunit 1) en IGHV3-
21-LLC perteneciente al cluster #2, dato confirmado
por Strefford y col.®®. Consistentemente, este sub-
grupo de pacientes mostro una mayor tasa de progre-
sion de la enfermedad con requerimiento terapéuti-
co, en comparacion con los casos de LLC-cluster #2
y SF3B1 no mutado o con /GHV3-21 con BCRs he-
terogéneos. Estos datos sugieren que la asociacion
entre mutacion de SF3B1 y cluster #2 contribuiria a
promover la progresion de la enfermedad.
Asimismo, considerando las LLC-M, la expresion
de /IGHV'3-23 identifica a un subgrupo de pacientes
con caracteristicas clinicas y biologicas especificas,
representando un factor de mal pronéstico®”. Por
otra parte, el gen IGHV1-69, el representado mas
frecuentemente en la familia VHI1, estad altamente
asociado a un perfil NM y presenta mala evolucion
clinica!>1%3439 " sus secuencias estereotipadas se
pueden asignar a los clusters #3, #5, #6, #7 y #6942,
Por su parte, algunos rearreglos que involucran el
gen IGHV4-34, pueden asignarse a dos clusters de
BCRE:s distintos: el cluster #4 (1IGHV4-34/IGKV2-
30) y el cluster #16 (IGHV4-34/IGKV3-20). Con
respecto al cluster #4, se asocid a una configuracion
casi exclusivamente M. Los pacientes incluidos en
¢l se caracterizaron por tener una edad temprana
en el momento del diagnostico, un TTT largo, un
perfil citogenético usualmente favorable y un curso
indolente a pesar de su edad de presentacion tem-
prana®?), Con relacion al gen IGHV4-39, los casos
asignados al cluster #8 mostraron un curso clinico
agresivo, complicado por infecciones severas recu-
rrentes, transformacion a Richter o la ocurrencia de
un tumor solido secundario®?. A su vez, la LLC con
IGHV4-39 asignada al cluster #8 mostré mayor pre-
valencia de trisomia 12 y mutaciones en NOTCH1
(neurogenic locus notch homolog protein 1) res-
pecto de la IGHV4-39-LLC con BCR heterogéneos
(Tabla 2). Con referencia al cluster #1, representado
por el uso de /IGHV1-5-7, se correlaciona con menor
sobrevida respecto de aquellos pacientes con igual
rearreglo pero con secuencias VH CDR3 heterogé-
neas®?.
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Analisis de una cohorte de Argentina

En nuestro laboratorio efectuamos el andlisis del
estado mutacional, del repertorio de genes IGHV y
de la presencia de receptores estereotipados en una
cohorte de pacientes con LLC, utilizando la meto-
dologia previamente descripta®®. Se estudiaron 244
pacientes (146 varones; 49,8%-; edad media: 65,3
aflos, rango: 35-88 afios; estadios clinicos RAI 0:
30,2%; I-11: 54,4%; y III-1V: 15,4%), observandose
143 rearreglos (58,1%) asociados al estado M y 103
(41,9%) al NM, dos pacientes presentaron rearre-
glos dobles. La distribucion de familia tiene el si-
guiente esquema: IGHV3> IGHV4> IGHV1. Los
genes /GHYV observados con mayor frecuencia fue-
ron: IGHV3-23, IGHV4-34, IGHV1-69, IGHV3-21 ¢
IGHV'3-48 (38,1% del total).

Las secuencias de aa VH CDR3 estereotipadas se
identificaron segun el criterio tradicional, mediante
alineamiento en pares con secuencias estereotipadas
conocidas disponibles en diferentes bases de datos
publicas!*!'®, También se efectud el alineamiento de
secuencias entre nuestros casos para investigar po-
sibles estereotipos nuevos. Asimismo, efectuamos
la busqueda de BCREs correspondientes a clus-
ters mayores'?. Nuestra serie mostrd6 BCREs en el
11,8% con los dos criterios empleados (Tabla 3).
Encontramos dos casos con 100% de homologia de
secuencia en VH CDR3 no incluidos en los clusters
conocidos, que fueron denominados NAR.

La Figura 2 muestra la distribucion entre BCREs y
heterogéneos para los distintos genes /[GH V. Respec-
to a los rearreglos que involucran el gen IGHV3-21
(6,5% del total), 43,8% (7/16) de los reordenamien-
tos que implican este gen se incluyeron en el c/us-
ter #2 siendo ademads este cluster el mas frecuente
en nuestra cohorte (Figura 3a). En cuanto al gen
IGHV4-34, presente en el 8,9% de los rearreglos,
27,5% (6/22) de los casos fueron estereotipados
correspondientes al cluster #4 de buen pronostico,
mientras que 9,1% (2/22) se incluyeron en el clus-
ter #16, el restante 63,4% (14/22) fueron heterogé-
neos (Figura 2). Con referencia al gen IGHV1-69,
el mismo se encontr6 presente en el 8,1% (20/246)
de los rearreglos, 11,4% (7/20) de los cuales fue-
ron estereotipados, 2 casos asignados al cluster #3,
mientras que 5 correspondieron al cluster #7. A su
vez, el cluster #1, de mal pronostico, se encontrd
en 5 rearreglos, 2 incluyeron el gen IGHVI-2 y 3
pacientes el gen /IGHV'I-3.
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Tabla 3. Receptores estereotipados en pacientes argentinos con LLC.

Clusters Agathangelidis
Stamatopoulos | NM Gen IGHV Node |8 RIRC NM Gen IGHV N° de
Bomben IGHV (N° de pacientes) pacientes IGHV | (N°de pacientes) | pacientes
Mayores
1 33 13 (1),1-2 (2) 3 1 55 | 1-22), 1-3(3) 5
2 2/6 3-21 (6) 6 2 3/7 3-21(7) 7
3 /1 1-69 (1) 1 3 1/1 1-69 (1) 1
4 0/4 4-34 (4) 4 4 0/6 4-34 (6) 6
7 77| 1-69 (5), 3-30(1), 4-31 (1) 7 7H 22 1-69 (2) 2
8 1/1 4-39 (1) 1 8 1/1 4-39 (1) 1
N6 01 3-30 (1) 1 . . - -
10 11 3-30 (1) 1
- - - - 14 0/1 4-34 (1) 1
16 0/2 4-34(2) 2 16 0/2 4-34(1) 2
28 11 1-2 (1) 1 28A 22 | 1:2(1), 1-3 (1) 2
- - - - 77 0/2 4-4 (1), 4-59 (1) 2
NAR 0/2 323 (2) 2 - - - -
Total 16/29 29 (11,8%) Total 14/29 29 (11,8%)
NM: no mutado,; IGHV: immunoglobulin heavy chain variable region
10
9 -
s | BBCR Heterog
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*
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Figura 2. Distribucion entre receptores estereotipados y
heterogéneos en pacientes argentinos con LLC.

Al comparar la distribucion de los BCREs entre los
diferentes clusters mayores en nuestra cohorte con
los datos publicados"”, observamos que en ambos
grupos hay una cantidad similar de casos incluidos
en el cluster #2, pero en los pacientes argentinos hay
mas rearreglos en los clusters #1 y #4 (Figura 3b).
Concluyendo, la presencia de BCREs es la eviden-
cia molecular mas poderosa de la seleccion antigé-
nica en la ontogenia de la LLC. El analisis inmuno-
genético de los BCRs tienen relevancia clinica en la
LLC donde el estudio molecular de los genes de la
Ig expresados por el BCR identifica subgrupos de
pacientes con diferentes caracteristicas biologicas,
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presentacion clinica y evolucion, indicando que la
reactividad funcional del Ag del BCR esta impli-
cada criticamente en el comportamiento bioldgico
de los clones malignos©®®373%, Por estas razones, la
incorporacion del analisis de BCREs podria refinar
los modelos pronosticos, brindando informacion
adicional a la clasificacion de grupos de riesgo ge-
nético, permitiendo definir subgrupos de pacientes
que comparten caracteristicas clinicas, biologicas y
de evolucidn, sobre todo cuando estan involucrados
los clusters #1, #2, #4, por ser los mas frecuentes y
mejor caracterizados a nivel biologico.
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Figura 3. Receptores estereotipados en pacientes con LLC. Clus-
ters mayores. A) Pacientes argentinos.B) Series de la literatura™.
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