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Resumen

El estatus mutacional del gen /IGHV (immunoglobu-
lin heavy chain vaiable region) es considerado un
factor prondstico importante en leucemia linfocitica
cronica (LLC), en tanto que en linfoma de células
del manto (LCM) su utilidad desde el punto de vista
clinico requiere una evaluacion mas extensa. El ana-
lisis de la literatura muestra un repertorio sesgado
en ambas patologias, con mayor participacion de las
familias VH3, VH4 y VHI, asi como una expresion
diferencial de genes /IGHV. En este estudio se efec-
tud el analisis comparativo del estatus mutacional,
los rearreglos de /GHV y la presencia de receptores
estereotipados de una cohorte argentina de 174 pa-
cientes con LLC y de 31 casos con LCM de Bra-
sil. En LLC se observo mayor diversidad de genes,
siendo los mas frecuentes IGHVI1-69, IGHV3-23,
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IGHV4-34, IGHV3-21 e IGHV3-48 (34,1% del to-
tal), en tanto que en LCM se encontrd un repertorio
muy reducido que incluye: IGHV3-21, IGHV4-34,
IGHV3-23 e IGHV4-39 (66,7% del total), y una
menor carga mutacional respecto de LLC. En LCM
solo 3,2% de los casos presentaron receptores es-
tereotipados, mientras que en LLC el 14,2% de los
rearreglos fueron estereotipados, siendo los clusters
mas representados #2, #7 y #9. Nuestros datos y los
previamente reportados en la literatura sustentan la
presencia de estimulos antigénicos en el desarrollo
y la patogénesis de ambas entidades, con caracte-
risticas especificas en cada una de ellas. En LLC,
la incorporacion del analisis de los receptores es-
tereotipados podria refinar el prondstico del estatus
mutacional de IGHV.
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Abstract

The mutational status of /GHV (immunoglobulin
heavy chain variable region) gene is considered an
important prognostic factor in chronic lymphocytic
leukemia (CLL), nevertheless its clinical usefulness
in mantle cell lymphoma (MCL) requires a more
extensive evaluation. In both pathologies, the
analysis of the literature showed bias repertoire,
with higher representation of VH3, VH4 and VHI
families, as well as a differential usage of IGHV
genes. In this study, we have performed the analysis
of /IGHV mutational status and gene rearrangements
as well as the evaluation of the presence of
stereotyped receptors, in an Argentinean cohort of
174 CLL patients and 31 cases of Brazilian patients
with MCL. In CLL, a greater diversity of genes
was observed, being the most frequent: /IGHVI-69,

Introduccién

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es la forma
mas comun de leucemia en adultos en el mundo oc-
cidental, representando casi el 30% de todas las leu-
cemias""?. Un aspecto caracteristico de esta entidad
es la variabilidad en la evolucion clinica de los pa-
cientes, con casos que presentan larga sobrevida con
poco requerimiento terapéutico y otros que mues-
tran rapida progresion de la enfermedad a pesar de
los tratamientos especificos®, no siendo suficientes
los sistemas de estadificacion y los pardmetros bio-
logicos disponibles para predecir este comporta-
miento diferente. Esto hace necesario profundizar el
estudio de nuevos marcadores que permitan definir
en forma mas precisa el curso clinico de los pacien-
tes y su respuesta al tratamiento en estadios inicia-
les de la enfermedad. En el afio 1999 dos grupos
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 (LG). Aquellos casos con >98% de homologia
son considerados no mutados (NM), se asocian con
peor evolucion clinica, estadios avanzados, morfo-
logia atipica, rearreglos genémicos de mal prondsti-
co y resistencia al tratamiento, mientras que los ca-
sos con homologia <98% son considerados mutados
(M) y presentan, en términos generales, mejor pro-
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IGHV3-23, IGHV4-34, IGHV3-21 and IGHV3-48
(34.1% of the total), while in MCL a very small
repertoire including: IGHV3-21,IGHV4-34,IGHV 3-
23 and IGHV4-39 (66.7% of total), was found. In
addition, MCL had a lower mutational load compared
to CLL. In MCL only 3.2% of the cases presented
stereotyped receptors, whereas in CLL this value
reached 14.2%, being the most represented clusters
#2, #7 and #9. Our data and previous reports in the
literature support the presence of antigenic stimuli
in the development and pathogenesis of both entities
with specific characteristics in each of them. In CLL,
the analysis of stereotypic receptors could refine
the clinical outcome on beyond immunoglobulin
mutational status.

nostico. Estos datos iniciales fueron posteriormente
confirmados por numerosos investigadores, demos-
trando que el estatus mutacional de /GHV es uno de
los factores pronostico mas fuertes en LLC®.

En cuanto al linfoma de células del manto (LCM),
es una neoplasia agresiva de células B maduras con
una sobrevida media de 5-7 aflos, que corresponde a
alrededor del 6% del total de los linfomas no-Hod-
gkin. Esta patologia se caracteriza clinicamente por
una linfadenopatia generalizada, enfermedad dise-
minada al momento del diagndstico y mala evolu-
cion clinica’?. A nivel molecular presenta la t(11;14)
(q13;932), considerada el evento oncogénico prima-
rio, que determina el rearreglo CCNDI1/IGH@, que
origina la sobreexpresion de CCNDI (ciclina DI),
gen de importancia en la regulacion del ciclo ce-
lular, particularmente durante la transicion de G, a
S. Paralelamente, existe un 5% de casos ciclina D1
negativos, con sobreexpresion de las ciclinas D2 o
D3, que actuarian como sustitutos funcionales de la
ciclina D1 en el desarrollo del LCM!Y. No obstante,
en los ltimos afios se han identificado pacientes que
presentan enfermedad indolente con larga sobrevida
y requerimiento terapéutico bajo o nulo!'*'¥. A dife-
rencia de la LLC, una carga mutacional baja puede
ser funcionalmente relevante en este linfoma, por tal
motivo el punto de corte de 2% ampliamente utiliza-
do en LLC no es apropiado en LCM, ya que puede
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enmascarar la heterogeneidad bioldgica y clinica de mente M (MM) (99,9%-97%) y altamente mutado
esta entidad. Esta situacion determind que estudios (AM) (<97%)*!19, criterio que podria ser de utili-
recientes hayan agrupado los casos de LCM en ver- dad clinica.
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Recombinacion de los genes de la cadena pesada
de la inmunoglobulina

Durante la maduracion de las células B normales en
los organos linfoides primarios, el reordenamiento
de los genes de la cadena pesada de la inmunoglo-
bulina (IGH): regiones V (variable), D (diversity) y
J (joining), unidos a los genes de la cadena liviana
(IGL), kappa o lambda, proporcionan la base para la
estructura del receptor de células B (B-cell receptor;
BCR), responsable del reconocimiento antigénico!'®
(Figuras 1A'y B).

Al generarse este reconocimiento antigeno-especi-
fico, la célula B ingresa al centro germinal de los
foliculos linfoides, donde tiene lugar el proceso
conocido como hipermutacion somatica (HMS),
mecanismo por el cual se introduce un alto nimero
de mutaciones en los segmentos V de las cadenas
pesada (VH) y liviana (VL) de las inmunoglobuli-
nas (Igs), sitio de union al antigeno (Ag). De esta
forma, el repertorio de células B puede reconocer
alrededor de 10" especificidades antigénicas dife-
rentes. En este contexto, la probabilidad teodrica de
que dos clones de células B independientes puedan
llevar exactamente el mismo BCR solo por azar es
practicamente insignificante!'”. Por su parte, los
fragmentos V se agrupan por homologia de secuen-
cia en siete familias: VH1-VH7, que al unirse luego
a los segmentos D y J originan un amplio repertorio
de rearreglos /IGHV posibles.

Sin embargo, tanto la LLC como el LCM muestran
un repertorio de genes /GHV sesgado, siendo los que
pertenecen a las familias VH3, VH4 y VH1, los mas
utilizados en ambas entidades®!4!>18-20) " Asimismo,
en LLC las mutaciones somaticas no estan distribui-
das uniformemente entre las familias VH, se obser-
va sobrerrepresentacion de VH3 y VH4 en el grupo
M vy sobreexpresion de la familia VH1 en el estatus
NMU82122) También hay expresion diferencial de al-
gunos genes /GHV en ambas patologias en compa-
racion con las células B normales®'4!5® Ademas,
la HMS no es uniforme entre los genes /GHV: por
ejemplo en LLC, el gen /IGHV'1-69 presenta pocas o
ninguna mutacion, en tanto que los genes IGHV'3-7,
IGHV3-23 e IGHV4-34, muestran una carga signi-
ficativa de HMS"®. Simultdneamente, en LCM el
gen IGHV3-21 se encuentra sobreexpresado en el
grupo VNM, y el gen IGHV3-23 predomina entre
los AMU9,

Asimismo, el uso de genes /GHV en LLC varia en di-
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ferentes regiones geograficas. Los genes /GHV mas
frecuentemente utilizados en los paises occidenta-
les son IGHV1-69, IGHV3-7, IGHV4-34 ¢ IGHV3-
23019202325 en tanto que en la poblacion asiatica
se encuentra una expresion muy baja de /IGHVI-
694520 También, el gen IGHV3-21 se observod so-
brerrepresentado en los paises del norte de Europa
en comparacion con la region mediterranea’**®, Por
su parte, el LCM muestra una fuerte restriccion en
el uso de genes /GHV, con sdlo cuatro rearreglos:
IGHV3-21, IGHV4-34, IGHVI1-8 e IGHV3-23, re-
presentando casi el 50% del total de casos!'*!>). Has-
ta el presente no se han reportado variaciones en el
uso de genes /GHV en distintas regiones geograficas
para esta ultima patologia.

Del mismo modo, una proporcion de pacientes con
LLC no relacionados exhibe secuencias de ami-
noacidos (aa) altamente homologas en la region
HCDR3 (heavy-chain complementary determining
region 3) de la Ig producto de la union V-D-J@029:30),
Dichas secuencias casi idénticas, denominadas “es-
tereotipadas”, se encuentran con mayor frecuencia
en las LLC-NM®%)| ¢ integran grupos o clusteres
de homologia. Las mismas deben cumplir determi-
nadas caracteristicas para ser incluidas en un c/us-
ter determinado: uso de los mismos genes V-D-J y
porcentaje de identidad de aminoacidos en HCDR3
>60%?**). Stamatopoulos y col® describieron ini-
cialmente 48 subconjuntos diferentes de secuencias
con HCDR3 homologa en pacientes con LLC de ori-
gen mediterraneo. En la actualidad, se han descripto
mas de 200 clusteres diferentes entre los cuales se
definieron 19 clusteres mayores que contienen al
menos 20 secuencias cada uno, y constituyen los
de mayor frecuencia®. El porcentaje de pacientes
con LLC con receptores estereotipados varia de 9,5
a 32% en las cohortes publicadas®3!32),

En algunos casos, la presencia de BCRs estereo-
tipados asignados a un cluster determinado se co-
rrelaciona con el curso clinico de la enfermedad,
independientemente del estatus mutacional o del
gen IGHV involucrado!*?*333% En LCM se han re-
conocido también regiones HCDR3 estrechamente
homologas (estereotipadas), aunque con caracteris-
ticas moleculares claramente distintas de las des-
criptas en LLC!419, requiriéndose atn la inclusion
de més casos para la adecuada descripcion de sus
clusteres.
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Implicancias clinicas de los genes IGHV'y la pre-
sencia de receptores estereotipados

En las altimas décadas, el estudio molecular de los
genes de la /IGHV expresados por el BCR ha permi-
tido identificar subgrupos de pacientes con diferen-
tes caracteristicas biologicas, presentacion clinica y
evolucion de la enfermedad, indicando que la reacti-
vidad funcional del Ag del BCR esta implicada criti-
camente en el comportamiento de los clones malig-
nos!'323032) T as primeras evidencias mostraron que
el uso del gen /IGHV3-21 en la LLC representaba un
factor pronostico adverso, independientemente del
estatus mutacional de /GHV?%233%, Posteriormente,
Ghia y col" observaron que, en poblacion medite-
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rranea, solamente tenian prondstico adverso los pa-
cientes con /GHV'3-21 y receptor estereotipado per-
teneciente al subconjunto #2. Esta observacion fue
confirmada recientemente®” en un amplio estudio
que abarca 8593 casos de LLC, en el que se sostiene
que aquellos pacientes con /GHV3-21 no estereoti-
padas presentarian un curso clinico dependiente de
su estatus mutacional. Otro ejemplo lo constituye el
gen IGHV3-23 que representa un factor prondstico
negativo independiente entre las LLC-M©39),

En la Tabla 1 se presentan datos de la literatura que
describen los genes /GHV de uso frecuente en LLC,
la presencia de BCRs estereotipados y su significa-
do clinico.

Tabla 1. Caracteristicas moleculares de los genes /GHV con relevancia clinica.

Ig;;V mfggi%‘:l al est el!zgtli}) ado Clusteres Comportamiento clinico Referencias
NM (Predominio .
IGHVI1-69 100% H) Si #3,#5,#7 y #9 Corto TPT 22,37
Corto TPT (en el contexto
IGHV3-23 M No - de LLC-M ) 36
Predominio M - - Corta SV 35
Predominio M Si #2 Corto TPT, Corto TP 19
IGHV3-21 predominio M i #2 Corta SV, Corto TPT 28
Predominio M Si #2 Corto TPT 34%*
IGHV3-72 M Si Enfermedad estable e indolente 38, 39
IGHV4-34 M Si #a, g 14 menoredadaldiagnos- g 4,
tico y enfermedad indolente
IGHV4-39  Predominio NM Si #8 Transformacion a Richter 23,41

IGHV: Immunoglobulin heavy chain variable region; NM: no mutado, M: mutado, H: Homologia; TPT: tiempo
previo al tratamiento, TP: tiempo hasta la progresion, SV: sobrevida global. BCR: B-cell receptor.

*El mal prondstico para pacientes con IGHV3-21 es independiente del estatus mutacional y la presencia de re-
ceptores estereotipados no tiene impacto en la SV o TPT.

**FEl mal pronostico para pacientes con IGHV3-21 depende de la presencia de receptores estereotipados de clus-
ter #2, el prondstico de los pacientes con IGHV3-21 no estereotipado depende de su estatus mutacional.

Por el contrario, las implicancias clinicas del anali-
sis inmunogenético en LCM son controvertidas“+%.
La mayoria de los estudios no han encontrado rela-
cion entre el estatus mutacional de los genes IGHV
y la evolucién de la enfermedad®9, Esta situacion
podria deberse en parte a la aplicacion de un valor
de corte de 2% (98% de homologia con la LG) para
la asignacion de casos al subgrupo M o NM, ya que
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la mayoria de los pacientes eran NM o tenian HMS
limitada, lo que impedia un correcto analisis“**>, En
un estudio posterior, Navarro y col“” utilizando un
punto de corte de 3%, encuentran que los pacientes
con LCM-NM presentaban peor evolucion clinica y
sobrevida mas corta que aquellos con /IGHV M, con
diferencias altamente significativas, siendo necesa-
rios mas estudios para confirmar estos datos.
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Analisis de una cohorte de Argentina y Brasil.
En nuestro laboratorio efectuamos el analisis com-
parativo del estatus mutacional y del repertorio de
genes /GHV en una cohorte argentina de 174 pa-
cientes con LLC (113 varones; edad media: 65 afios;
82,4% en estadios iniciales) y de 31 casos con LCM
(23 varones; edad media 63 afios) provenientes de
la Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Uni-
versidade de Sao Paulo, Brasil.

En LLC, el analisis acorde al estatus mutacional
mostro que el 44,3% de los rearreglos fueron NM

y el 55,7% M. Por su parte en LCM, la distribucion
fue: 26,7% VNM, 53,3% MM y 20% AM. El 52,3%
de los casos con LLC presentaron <97% de homo-
logia respecto de la LG, mostrando una mayor carga
mutacional respecto de LCM (20%) (p=0,0008). En
ambas entidades detectamos mayor uso de la fami-
lia VH3 seguida de VH4 y VHI1. Las familias VHS,
VH6 y VH7 estuvieron ausentes en LCM y sus por-
centajes fueron muy pequenos en LLC.

La distribucion de familias VH en ambas patologias
se encuentra detallada en la Figura 2A.
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Figura 2. A) Distribucion de familias VH en LLC y LCM; B) Distribucion de genes IGHV en LLC y LCM.

En cuanto a los genes utilizados, en LLC se observo
mayor diversidad, siendo mas frecuentes IGHVI-
69, IGHV3-23, IGHV4-34, IGHV3-21 e IGHV3-48
(34,1% del total), con diferencias respecto de otras
regiones geograficas®®. Por el contrario, en LCM
se encontrd un repertorio muy reducido de genes
VH: IGHV3-21, IGHV4-34, IGHV3-23 ¢ IGHV4-39
(66,7% del total)*®”, datos que coinciden amplia-
mente con la literatura*'¥, El gen IGHV1-69 no se
encontro representado en LCM, siendo el de mayor
frecuencia en LLC. En la Figura 2B se grafica el
uso de genes /IGHV en LLC y LCM. En ambas pato-
logias los genes J y D predominantes fueron J6, J4 y
D3, D2 y D6, respectivamente. En LCM se observo
un uso sesgado de /GHV3-21 con D3-3 y J6 y de
IGHV4-34 con D2-2y J4, detectandose un solo caso
con receptores estereotipados (3,2%) correspon-
diente al cluster #8. Por el contrario, en LLC se de-
tectaron 25 casos estereotipados (14,2%), siendo los
clusteres mas representados: #2, #7 y #9 (Tabla 2).
Con referencia al gen /GHV3-21, nuestra cohorte de
pacientes con LLC mostré un 5,7% de los casos con
este rearreglo®®, el 40% de los cuales (4/10) fueron
estereotipados correspondientes al cluster #2. Dife-
rentes analisis demostraron una alta frecuencia de
IGHV3-21 en Escandinavia (6,5%-11%)%) y las
frecuencias mas bajas en estudios de Estados Unidos
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y la region mediterranea'*2%?252 con porcentajes
que van del 0% al 5%. Esta distribucion geografica
diferente estaria relacionada con la heterogeneidad
en la exposicion a Ags responsables de la aparicion
y comportamiento clinico de la LLC19:20:3553),

Es de remarcar que en nuestra cohorte de LCM el
porcentaje de /IGHV3-21 fue 20%, mucho mayor al
observado en LLC, pero coincidente con lo previa-
mente reportado para esa entidad'*!.
Concluyendo, nuestros datos y los anteriormente
publicados en la literatura sustentan la presencia de
estimulos antigénicos en el desarrollo y la patogé-
nesis de la LLC y el LCM, con caracteristicas espe-
cificas para cada una de ellas. Esto se fundamenta
en diferencias en el estatus mutacional de /GHV, asi
como el uso sesgado de genes especificos y la pre-
sencia de receptores estereotipados en ambas pato-
logias. En LCM, tanto en la literatura como en la
cohorte aqui analizada, se detect6 un repertorio pro-
pio y restringido de genes /GHV y una menor carga
mutacional respecto de LLC. En esta ultima patolo-
gia, la incorporacion del andlisis de los receptores
estereotipados podria brindar informacion adicio-
nal a la clasificacion de grupos de riesgo genético,
asi como refinar el prondstico del estatus mutacional
de IGHV, con potencial implicancia en la toma de
decisiones terapéuticas.
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Tabla 2. Receptores estereotipados.

ARTICULO ORIGINAL

Rearreglo

Estado

Bombeny Messmery

Pa- mutacio- Secuencia de aminoacidos col® col®V Hadzidimitriou
ciente de HCDR3 Cluster Cluster y col®®
IGHV  IGHD IGHJ "l (MAS)  (MAS)
Leucemia linfocitica crénica

14 V1-3*01 D6-19  J4*02 NM AREQWLVLASFDY 1 (64) - 1
15 V3-30%03 DI1-20 J3*02 M AKNNWNDFQDASDI N6 (70) 26 (58) _
16 V1-3*03 D1-26  J6*02 NM ARMYSGSYYYYYYGMDV - 27 (73) 28A
18  VI1-69*%01 D3-3 J6*02 NM ARPKDSYDFWSGYHVLYYYYGMDV 7 (62) 9 (68) TH
26 V3-30*03 D3-3 J6*02 NM ARADLNADDFWSGYHYYYYYGMDV 7 (62) 4 (64) -
41 V4-34%01 D2-15  J6*02 M ASRFYCSGANCESPSFYYYYGMDV - - 16
58 V1-2*¥01 D6-19  J4*02 NM ARQQWLVLENFDY - - 1
59  VI1-69*13 D3-3 J6*02 NM ARDPTGDFWSGYYPNYYYYGMDV 7 (71) - _
66  V3-21*01 DI1-26 J6*02 M TRDANGMDV - 2 (89) 2
82  V3-21*01 D3-22 J6%02 NM AGDRNAMDV 2 (75) 2(67) 2
83  V4-34*01 D2-15 J6*02 AGRFYCSGATCLSSQYYYYSGLDV - - 16
84  V4-34*01 D5-18  J6*02 ARGYPDTPVERRYYYYGLDIW 4 (64) - 4
85  V3-21*01 D5-24 J6%02 NM AGDRNAMDV 2 (75) 2(67) 2
95 V4-4%¥02  D6-19  J4*02 ARGPNSDGWNAFDY - - 77
96 V4-34*%01 D2-21  J4*02 VRGGYWAFDY - - 14
108  V3-48*02 D3-3 J6*02 NM ARGGRYYDFWSVWDYYYYGMD - 20 (62) -
115  V4-34*01 D4-17  J6*02 M ARGYGATATTRRYYYFGLDV - - 4
146  V1-69*01 D3-3 J6*03 NM  ARAPHKNYDFWSGYSPAMYYYYGMDV - 9 (71) _
149  V4-59*01 D6-19  J1*01 M ARGPHTSGWNALQH - - 77
154  V3-21*01 D5-12 J6*02 NM ATDRNAMDV - 2 (67) 2

Linfoma del manto
8 V4-34*%01 D2-2 J6%02 MM ARGIPGAIGGYYYYGMDV - - 8

Subsets #1, #2 y #7 identificados por Stamatopoulos et al® y Murray et al®”; N6 propuesto por Bomben et al®”
y subsets #2, #9, #26, #27 y #64, identificados por Messmer et al®”. MAS: Multiple Alignment Score: Valor medio
de todos los pares de alineamiento entre la secuencia en estudio y las secuencias del cluster; para que la secuen-
cia en estudio sea incluida en el cluster el MAS debe ser >60.
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