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Introduccion

La leucemia linfocitica cronica (LLC) es una enfer-
medad altamente heterogénea asociada a una gran
variedad de cambios genéticos y epigenéticos invo-
lucrados en su desarrollo. Los pacientes presentan
un curso clinico altamente variable, de estable a
rapidamente progresivo, con sobrevidas que varian
entre 1 y 15 afios o mas. Si bien se cuenta con siste-
mas de estadificacion y numerosos parametros bio-
logicos, los mismos no resultan suficientes para cla-
rificar la heterogeneidad clinica de la LLC, siendo
necesario profundizar el estudio de nuevos marca-
dores que permitan definir en forma mas precisa el
curso clinico de los pacientes y su respuesta al trata-
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miento en estadios iniciales de la enfermedad. Entre
los factores pronodstico disponibles encontramos los
estudios citogenéticos, que han permitido detectar
alteraciones clonales en el 40-50% de los casos, con
implicancias adversas en la evolucion clinica de los
pacientes!?. Simultaneamente, la introduccion de
las técnicas citomoleculares ha hecho factible ob-
servar rearreglos genémicos en mas del 80% de los
casos, permitiendo establecer grupos de riesgo®.
Dichos rearreglos comprenden la delecion monoalé-
lica de 13q14.3 (55% de los casos), asociada a buen
prondstico cuando se encuentra como Unica altera-
cion, las deleciones de los genes ATM (ataxia telan-
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giectasia mutated) (11q22) y TP53 (tumor protein
P53) (17p13), relacionadas a mala evolucion clinica
y escasa respuesta al tratamiento, y la trisomia 12,
con un pronostico intermedio. Asimismo, las muta-
ciones en los genes de IGHV (immunoglobulin hea-
vy chain variable region) han permitido dividir a la
LLC en dos grupos acorde al nivel de homologia
respecto a la linea germinal: mutado (M) (<98%)
con mejor pronostico, y no-mutado (NM) (>98%)
asociados a peor evolucion clinica®®,

Mutaciones y leucemia linfocitica crénica

Estudios relativamente recientes basados en secuen-
ciacion masiva, tanto del genoma completo (WGS;
whole-genome sequencing) como de todos los exo-
nes (WES; whole-exome sequencing) permitieron
revelar en LLC la presencia de ~0,9 mutaciones
por megabase (Mb) y una carga de ~10-30 eventos
no-silentes por paciente”®. Esta carga mutacional
es menor que la observada en tumores epiteliales y
otras neoplasias linfoides, y similar a la encontrada
en tumores pediatricos y leucemias agudas®!'?. Asi-
mismo, estos estudios hicieron posible la deteccion
de mutaciones somaticas previamente desconoci-
das, entre las cuales cabe mencionar las observadas
en los genes NOTCH1 (neurogenic locus notch ho-
molog protein 1) (9q34.3), MYDS8S (myeloid diffe-
rentiation primary response 88) (3p22.2), SF3BI
(splicing factor 3B subunit 1) (2q33.1) y BIRC3
(baculoviral IAP repeat-containing protein 3)
(11922.2), que podrian constituir nuevos marcado-
res moleculares en LLC""'?. En concordancia con

estos estudios, la revision reciente de la clasificacion
WHO (World Health Organization) sugiere una re-
levancia clinica potencial para dichas mutaciones,
las que podrian, en un futuro, ser integradas en un
perfil de riesgo conjunto a los rearreglos gendmicos
detectados por FISH.

El gen NOTCHI codifica para una proteina de
transmembrana que actiia como un factor de trans-
cripcion cuya activacion constitutiva ha sido rela-
cionada con resistencia a la apoptosis y aumento
de la sobrevida de las células leucémicas*'9. Las
mutaciones ocurren preferentemente en el exon 34
(83% de los casos; delecion de un dinucleotido:
c.7541 7542het delCT) y en la regiéon 3'UTR (3’
untranslated region), y generan la aparicion de co-
dones sfop prematuros que originan una proteina
NOTCHI1 constitutivamente activa y mas estable,
que carece del dominio PEST en el extremo C termi-
nal (Figura 1), responsable de la degradacion pro-
teasomal'®'®_ Estas mutaciones son mas frecuentes
en pacientes CD38 positivos, con /IGHV-NM vy tri-
somia 12, permitiendo identificar a un subgrupo de
pacientes caracterizados bioldgicamente por desre-
gulacion del ciclo celular y sobrevida corta!4!1619),
Estudios mas recientes muestran que los pacientes
con NOTCHI mutado presentan baja expresion de
CD20, resistencia a la inmunoterapia con anti-CD20
y pronodstico adverso®*??, sugiriéndose la impor-
tancia de evaluar la presencia de estas mutaciones
previo a la inclusion de pacientes en protocolos de
tratamiento con inmuno-quimioterapia anti-CD20.
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Figura 1. Diagrama del gen NOTCH 1 mostrando la ubicacion de mutaciones a nivel del exon 34
v la region 3'UTR. (modificado de Nadeu et al®?).

Por su parte, SF3BI es un componente del core
del “esplaciosoma”, un complejo de cinco peque-
fnas ribonucleoproteinas involucradas en el empal-
me del precursor del ARNm y en la formacion del
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ARN maduro®. Particularmente, SF3B/ codifica
para U2 snRNP (small nuclear ribonucleoprotein),
un componente crucial de este complejo que actia
en la fase inicial del empalme®®. Las mutaciones
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de este gen en LLC afectan por lo general el do-
minio HEAT de la proteina, modificando su funcio-
namiento®?” y afectando la interaccion de SF3B1
con el RNA® (Figura 2), siendo la mutaciéon mas
frecuente K700E observada en aproximadamente el
50% de los casos. Las mutaciones de este gen se en-
cuentran preferencialmente asociadas a deleciones
de 11q22-23 y a mutaciones de ATM?*?9, indicando
una cooperacion entre estos eventos y alteraciones
citogenéticas en la leucemogénesis, con probable
influencia en la heterogeneidad clinica de la enfer-
medad">!”. Estudios recientes sugieren que SF3B1
podria controlar el ciclo celular y la apoptosis, y que

sus mutaciones llevarian a errores en el empalme de
transcriptos especificos que afectarian la patogéne-
sis de la LLC, asi como también podrian influir en
la respuesta del dafio al ADN®®, Al presente existen
datos controvertidos sobre su impacto clinico, con
trabajos que indican su asociacion con un pronostico
relativamente malo y otros que no muestran relacion
con la evolucion de los pacientes®3?. No obstante,
un meta-analisis reciente encuentra una sobrevida
libre de progresion y sobrevida global significativa-
mente mas cortas en los casos con SF3B/ mutado
respecto de los no mutados®?.
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Figura 2. Diagrama del gen SF3B1 mostrando la ubicacion de mutaciones mayoritariamente en
los exones 14y 16 que afectan al dominio HEAT (modificado de Nadeu et al®?).

Por su parte, BIRC3 es un regulador negativo de la
kinasa serina treonina MAP3K14, importante acti-
vador de NF-kB (nuclear factor kappa B)®Y. Se en-
cuentra involucrado en el mantenimiento de los ni-
veles de TP53, a través de la modulacion de MDM?2
(Mouse Double Minute 2, Human Homolog), y su
represion contribuye a la progresion neoplasica®.
BIRC3 se encuentra ubicado a 6Mb centromérico al
locus de ATM, observandose en el 80% de los pa-

cientes con delecion de ATM la pérdida de un alelo
de BIRC3%%¥7), Las mutaciones de este gen en LLC
determinan la ruptura del dominio RING en el ex-
tremo C-terminal de la proteina (Figura 3), cuya
actividad es necesaria para permitir la degradacion
del proteasoma a través de MAP3K14, llevando a
la activacidon constitutiva no-candnica de NF-kB,
considerado como un mecanismo de resistencia a la
erradicacion de la leucemia®®.
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Figura 3. Diagrama del gen BIRC3 mostrando la ubicacion de mutaciones en los exones 7 al 10
que afectan al dominio RING (modificado de Nadeu et al®?).
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En cuanto al gen MYD88, el mismo se encuentra
involucrado en el camino de sefalizacion de IL-1y
de receptores Toll-like (TLR)®¥; tiene un rol impor-
tante en la respuesta inmune innata y en la homeos-
tasis de las células B®. La mutacion mas frecuente
se encuentra en el exdn 5 y determina el cambio del
aminoacido leucina por prolina en la posicion 265
de la proteina (L265P)“0, llevando al aumento de
la actividad de NF-kB y del camino de sefializacion
JAK (Janus kinase)-STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3), con la produccion con-
secuente de citoquinas y el incremento de la sobrevi-
da celular®’. La alta produccion de estas citoquinas
ha sido relacionada con el secuestro de macrofagos
y linfocitos T por las células de LLC, creando un
nicho favorable para su sobrevida®?. Las mutacio-
nes de MYDSS se asociaron a pacientes mas jovenes
y con IGHV-M"9#)_ Esta misma mutacion ha sido

detectada en diferentes linfomas, indicando su rele-
vancia en la patogénesis de neoplasias linfoides“).

En pacientes europeos la frecuencia de estas muta-
ciones es baja al diagnostico (5-10% de los casos)
(4445 y aumenta progresivamente con la evolucion de
la enfermedad, ampliando el espectro de los eventos
genéticos asociados a la evolucion clonal, llegando
al 15-20% de los casos al momento de la recaida
y a alrededor del 30% en la transformacion a sin-
drome de Richter (Tabla 1). Un estudio reciente en
pacientes chinos muestra menor frecuencia (2-8%),
asi como diferencias en el impacto pronostico de las
mismas®. Estos hallazgos sustentan la importancia
de efectuar su andlisis en diferentes poblaciones,
tendiente a delinear mas especificamente el meca-
nismo de evolucion clonal y refinar la estratificacion
prondstica de los pacientes con esta patologia.

Tabla 1. Frecuencia de mutaciones en diferentes momentos de la enfermedad

LLC NOTCHI1 (%) SF3BI1 (%) BIRC3 (%) MYDS88 (%)
Diagnostico 5-10 5-10 5 3-5
Progresion 13-20 15 25 -
Rec/refractaria 13-20 20 25 -

Rec.: recaida

Por otra parte, resulta importante destacar que apro-
ximadamente el 70% de los casos resistentes al
tratamiento con fludarabina presentan una o mas
alteraciones en NOTCHI, SF3B1 y BIRC3, susten-
tando el rol de los mismos en la patogénesis de estos
pacientes“®. En concordancia con su participacion
en la progresion de la enfermedad y resistencia a
la terapia, estas mutaciones son observadas a me-
nudo formando parte de subclones al momento del
diagnostico, los que pueden aumentar en proporcion
luego del tratamiento, resaltando la importancia
prondstica de los estudios de secuenciacion masi-
va capaces de detectar dichos subclones en estadios
iniciales de la enfermedad®#”.

Asimismo, la asociacion entre los rearreglos geno-
micos y estas mutaciones permitié establecer un
nuevo esquema de clasificacion, en el que las alte-
raciones de TP53 y BIRC3 constituyen el peor pro-
nostico y la del13q14 como tnica anomalia el curso
clinico mas favorable (Tabla 2)“49, Este esquema
integrado ha mantenido su valor prondstico inde-
pendiente durante la progresion de la enfermedad,
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refinando de esta manera la clasificacion de riesgo
previamente establecida®?, y ayudando a identificar
con certeza un subgrupo de pacientes con enferme-
dad muy indolente™?.

Tabla 2. Clasificacion integrando los rearreglos
gendmicos y las nuevas mutaciones.

Grupo Riesgo % SV a 10 afios
Disrupcion TP53
Disrupcion BIRC3 MUy alto 37,7
Mut NOTCH1
Mut SF3B1 Intermedio 48,5
Dell1qg22
Cariotipo normal .
Trisomia 12 Bajo 70.7
Dell3ql4 Muy bajo 84,2

SV: sobrevida, Mut: mutacion; Del: delecion
(modificado de Rossi et al™)
En cuanto a su asociacion con las caracteristicas cli-
nicas de los pacientes, se ha observado una estrecha
relacion entre las mutaciones de NOTCHI, SF3B1
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y BIRC3 con IGHV-NM, estadios clinicos avanza-
dos y trisomia 12, en tanto que MYDSS se relaciona

con IGHV-M y del13q14 como tnica anomalia®!#®
(Tabla 3).

Tabla 3. Factores prondstico asociados a las nuevas mutaciones

Estadio Alteracion Curso Estatus
Gen clinico por FISH clinico mut IGHV Subset BCRE (%)

1-69 #1 (27);#59 (33);

NOTCH1 avanzado +12 adverso NM #99 (22); #6 (22)
4-39 #8 (30)
3-21 #2 (45)
1-69 #3 (46); #7 (25)

SF3B1 avanzado +12ydel13914 adverso NM ) #6 (13); #5 (8)
4-34 #4 (45)

BIRC3 avanzado del11g22y +12 adverso NM 1-69 #5 (5); #7 (8)

MYD88 inicial del13q14 favorable M 3-23 -

IGHV: immunoglobulin heavy chain variable region;, M: mutado;, NM: no mutado;
Mut: mutacional;, BCRE: receptor de células B estereotipado.

En lo que respecta a la asociacion con el uso de ge-
nes IGHV y receptores estereotipados, la literatura
muestra una importante asociacion de NOTCHI con
el clan 1 e IGHV1-69, particularmente con los sub-
sets #1, #6, #59 y #99 (22%-33% de los casos) asi
como con el subset #8 del gen IGHV4-39, todos aso-
ciados a pronostico desfavorable, y de SF3B1 con el
subset #2 de IGHV3-21 (45%), los subsets #3 y #7
de IGHV1-69 (25%-46%) y el subset #4 de IGHV4-
34 (45%)“). En la Tabla 3 se detalla la distribucion
de cada uno de cllos. Simultaneamente, Baliakas et
al®? detectaron una tendencia de MYDSS al uso de
IGHV3-23 no estereotipado.

Sin duda, un conocimiento mas profundo de estas
mutaciones y su analisis en diferentes cohortes de
pacientes con LLC contribuird a una mejor delinea-
cion clinico-bioldgica de la patologia, pudiendo ser
asimismo, un aporte a la comprension de la hetero-
geneidad clinica presente la misma.
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