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Resumen

IGHV4-34 es el gen mas utilizado en pacientes con
leucemia linfocitica cronica (LLC) mutada (M).
Una proporcion significativa de casos con IGHV4-
34 mutado se asigna a diferentes subtipos estereo-
tipados, definidos por presentar BCRs (B cell re-
ceptors) casi idénticos. En este trabajo analizamos
el perfil mutacional de pacientes con LLC que ex-
presan IGHV4-34 tendiente a refinar la caracteriza-
cién molecular de nuestra cohorte. Los resultados
se correlacionaron con datos citogenéticos y FISH.
Un total de 946 pacientes de Argentina (393), Brasil
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(358), Uruguay (116) y Venezuela (79) (558 hom-
bres; edad media: 65,6 afios) fueron evaluados. El
estudio fue aprobado por los Comités de Etica Ins-
titucionales. Todos los individuos proporcionaron
su consentimiento informado. Se obtuvieron un to-
tal de 964 reordenamientos productivos (15 casos
presentaron dos reordenamientos y 1 caso, tres). De
ellos, 125 (13%) expresaron el gen IGHV4-34, 21
(16,8%) exhibieron IGHV no mutada (NM) (= 98%
de identidad con la linea germinal; LG), mientras
que 104 (86.4%) pertenecian al subgrupo M (<98%
LG). Veintisiete casos con IGHV4-34 M presenta-
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ron BCRs esterotipados, de los cuales 21 correspon-
dieron al subtipo #4, 5 al subtipo #16 y 1 al subtipo
#201. Los fragmentos JH6, DH2 y DHS fueron pre-
dominantes en la LLC estereotipada, mientras que
JH4, DH2 y DH3 en los casos no estereotipados. La
distribucion de las mutaciones de reemplazo/silente
(R/S) mostré mayor frecuencia R/S dentro de VH
CDR2 y VH FR2 en el subtipo #4, en VH CDR2
en el subtipo #16, mientras que VH FR3 fue predo-
minante en reordenamientos no estereotipados. Se
observo ausencia de mutacion del codon 36 (G36D)
en el subtipo #16, de S641 en los subtipos #4 y #16,
alta frecuencia de E55Q en el subtipo #16 y baja
frecuencia de P45S en el grupo heterogéneo. El ana-
lisis citogenético mostro que todos los pacientes in-
cluidos en subtipos de homologia tenian cariotipos
normales, en comparacion con el 50% en los casos
heterogéneos. Estos hallazgos sugieren una historia
particular de exposicion antigénica y/o respuesta in-
mune en estos pacientes, e indican la importancia
de continuar estos estudios, tendiente a una mejor
delineacién molecular de los pacientes con LLC.

Abstract

IGHV4-34 is the most frequently used gene in
patients with mutated (M) chronic lymphocytic
leukemia (CLL). A significant proportion of cases
with mutated IGHV4-34 is assigned to different
stereotyped subsets, defined by distinctive
quasi-identical BCRs (B-cell receptors). We
analyzed the mutational profile of patients with
CLL expressing IGHV4-34 in order to refine the
molecular characterization of our cohort. Results
were correlated with cytogenetic and FISH data. A
total of 946 patients from Argentina (393), Brazil
(358), Uruguay (116) and Venezuela (79) (558 men;
mean age: 65.6 years) were evaluated. The study
was approved by the Institutional Ethics Commit-
tees. All individuals provided their informed con-
sent. A total of 964 productive rearrangements were
obtained (15 cases carried two rearrangements and
1 case, three). Of them, 125 (13%) expressed the
IGHV4-34 gene, 21 (16.8%) exhibited unmutated
(UM) IGHV (>98% germline identity; GI), while
104 (86.4%) belonged to the M subgroup (<98 GI).
Twenty one IGHV4-34 M gene rearrangements be-
longed to subset #4, 5 to subset #16 and 1 to sub-
set #201. Fragments JH6, DH2 and DHS5 were pre-
dominant in stereotyped CLL while JH4, DH2 and
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DH3 in non-stereotyped cases. The distribution of
remplacement/silent (R/S) mutations showed higher
R/S ratios within VH CDR2 and VH FR2 in stereo-
typed subset #4, in VH CDR2 in subset #16 while
VH FR3 was predominant in non-stereotyped rear-
rangements. Absence of codon 36 (G36D) mutation
in subset #16, of S64I in subsets #4 and #16, high
frequency of E55Q in subset#16 and low frequen-
cy of P45S in the heterogeneous group were found.
Cytogenetic analysis showed that all patients in-
cluded in homology subsets had normal karyotypes,
compared to 50% in the heterogeneous cases. These
findings suggest a particular history of antigen ex-
posure and/or immune response in these patients,
and indicate the importance of continuing these
studies to get a better molecular delineation of pa-
tients with CLL.

Introduccion

La leucemia linfocitica cronica (CLL) es la neopla-
sia de células B maduras més comun en Occiden-
te, representando aproximadamente el 30-40% de
las leucemias del adulto. Presenta alta variabilidad
clinica y se asocia a numerosas alteraciones genéti-
cas con valor pronostico e impacto en las decisio-
nes terapéuticas. Entre ellas encontramos el estado
mutacional de IGHV (immunoglobulin heavy chain
variable region) que constituye uno de los factores
prondstico mas importantes, permitiendo dividir a
los pacientes en mutados (M), asociados a buena
evolucion clinica, y no mutados (NM), relaciona-
dos a pronostico adverso?. Asimismo, alrededor
del 30% de los pacientes con LLC presentan BCRs
(B-cell receptors) casi idénticos, con secuencias de
aminoacidos (aa) muy similares en la region VH
CDR3 (variable heavy chain complementarity-de-
termining region 3) y el uso de rearreglos IGHV-D-J
similares, denominados estereotipados. Este tipo de
BCRs se pueden asignar a subtipos de homologia
particulares definidos por una configuracion mole-
cular distinta®, algunos de los cuales se asocian
con la evolucion clinica de la enfermedad®.
Diferentes publicaciones demostraron la presencia
de un repertorio sesgado de genes IGHV en LLC,
entre los cuales IGHV4-34 es el mas frecuente en
pacientes con LLC-M®. El estudio de este gen re-
sulta de interés dada su habilidad para codificar anti-
cuerpos autorreactivos®. Asimismo, se sabe que las
células B con BCRs IGHV4-34 se expanden frente
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a infecciones virales como citomegalovirus (CMV),
virus Epstein-Barr (EBV)®, bacterianas (Mycoplas-
ma pneumoniae) y en ciertos desoérdenes autoinmu-
nes (lupus eritematoso sistémico)"?.

Una proporcion significativa de LLC-M con el
rearreglo IGHV4-34 se asigna a BCRs estereoti-
pados distintivos: subtipos #4, #16, #29 y #201, de
los cuales los dos primeros se asocian a enfermedad
indolente, cambio de isotipo a IgG y alta carga de
hipermutaciéon somatica (HMS), en tanto que los
subtipos #29 y #201, presentan un curso clinico mas
agresivo y expresan los isotipos IgM/D!D, Ademas,
tienen una region VH CDR3 larga enriquecida en
residuos cargados positivamente, similar a los an-
ticuerpos autorreactivos anti-DNA patogénicos, y
presentan un patron de HMS que lleva a cambios
de aa con la introduccién de residuos con cargas
negativas. Sin embargo, ciertas posiciones que
constituyen motivos de union a epitopes de N-aceti-
llactosamina permanecen sin cambios y retienen la
habilidad del subtipo #4 para unirse a antigenos pre-
sentes en infecciones como CMV y EBV®, Este pa-
tron de mutaciones asume un rol en la especificidad
del antigeno'"'?., En este contexto, nuestro objetivo
fue analizar el perfil mutacional de los pacientes con
LLC que expresan IGHV4-34 a fin de refinar la ca-
racterizacion molecular de nuestra cohorte. Los re-
sultados se correlacionaron con los datos citogené-
ticos y de FISH (fluorescence in situ hybridization).

Material y métodos

Pacientes:

Se estudiaron 946 pacientes con LLC no selecciona-
dos de Argentina (393), Brasil (358), Uruguay (116)
y Venezuela (79) (558 hombres; edad media: 65,6
afios, rango: 27-105 aios; estadios Rai: 0: 38,7%,
I-11: 42,4%, 1I-IV: 18,9%). El diagnostico se esta-
bleci6é de acuerdo con el International Workshop on
Chronic Lymphocytic Leukemia Criteria. El estu-
dio fue aprobado por los Comités de Etica de cada
institucion. Todos los individuos dieron su consenti-
miento informado.

Andlisis del estado mutacional de IGHV y de la
Ppresencia de receptores estereotipados:

Se evaluo el estado mutacional de IGHV mediante
PCR y secuenciacion bidireccional acorde a lo pre-
viamente descripto!'¥. Para el analisis de secuencias
y la evaluacion de la distribucion de mutaciones a
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lo largo de IGHV se usaron las bases de datos Ig-
BLAST e IMGT/V-Quest. Las secuencias de IGHV
con <98% de homologia respecto de la linea germi-
nal (LG) se consideraron M mientras que aquellas
con homologia >98% fueron NM. El analisis de la
presencia de receptores estereotipados en VH CDR3
se efectuo utilizando la herramienta bioinformatica
ARResT/AssignSubtipos, seglin criterios estableci-
dos por Darzetas y col.!",

Anadlisis citogenético y FISH:

Se realizo cultivo de linfocitos de sangre periférica
estimulada con Pokeweed Mitogen y Oligo DSP30.
El estudio citogenético se efectud con técnica de
bandeo G acorde a lo previamente descripto®.
Para el analisis de FISH se utilizaron las sondas
SE12, OLE13q14 D13S319, OLE11q22.3 ATM y
OLE17p13.1 TP53 (LIVE-LEXEL, Buenos Aires,
Argentina), acorde a los protocolos indicados por el
fabricante.

Andlisis estadistico:

El andlisis estadistico se realiz6 usando IBM SPSS
Statistics 24. Para la comparacion de la distribucion
clinica y de variables de laboratorio se utilizo el
test 't” de Student (para variables cuantitativas) y
las pruebas de y2 o el test de Fisher (para variables
categoricas). Para todas las pruebas, un p<0.05 fue
considerado como estadisticamente significativo.

Resultados y discusion

El andlisis de 946 pacientes permitié detectar un
total de 964 rearreglos productivos (15 casos pre-
sentaron dos rearreglos y un caso tres); 54,1% de
los pacientes fueron M. Del total de rearreglos, 125
(13%) expresaron IGHV4-34 (66 varones; edad me-
dia 66,5 afios, rango: 35-84 afios; estadios clinicos
Rai: 0: 53,7%, I-11: 31,5%, III-1V: 14,8%) represen-
tando el gen usado con mayor frecuencia (Figura 1).

La distribucion segun el estado mutacional, el gen
involucrado y la presencia de receptores estereoti-
pados o de rearreglos heterogéneos (no estereotipa-
dos) se detallan en la Tabla 1. Entre los rearreglos
IGHV4-34 M estereotipados se observd mayor fre-
cuencia del subtipo #4 (21/104; 20,2%), seguido del
subtipo #16 (5/104; 4,8%) y el subtipo #201 (1/104;
0,96%). Dentro de los rearreglos IGHV4-34 NM,
17 casos (81%) fueron verdaderos NM con 100%

HEMATOLOGIA * Volumen 23 N°3. 10-15, 2019



PERFIL MUTACIONAL DE PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA QUE EXPRESAN IGHV4-34 ESTEREOTIPADO

12 ¥
10 . ENM
£ g am
2 e
HER
22
o4
AR H g RN AR R RSy R AR RARA I 00T
PR R e R R R R Y L R
Figura 1. Grafico mostrando el uso de genes IGHV seglin su estado mutacional en nuestra cohorte de

pacientes con LLC

Tabla 1. Distribucion de los rearreglos IGHV

N° de rearreglos n (%)

Total
IGHV-M
IGHV-NM
IGHV4-34
Mutado
Subtipo #4
Subtipo #16
Subtipo #201
Heterogéneos
NM
Heterogéneos

964 (100)
518 (54,15)*
440 (45,9)
125 (13,0)
104 (83,2)
21
5

77

21 (16,8)

*3 casos con rearreglos dobles presentaron estado mutacional discordante y fueron eliminados
del andlisis de estado mutacional.

de homologia con la LG, mientras que 4 pacientes
(19%) presentaron entre 98 y 99,9% de homologia.
Los genes JH6, DH2 y DHS5 fueron predominantes
en los rearreglos estereotipados, mientras que JH4,
DH?2 y DH3 en los heterogéneos El subtipo #16 solo
se encontrd en los pacientes argentinos, en tanto que
el subtipo #201, presente en muy baja frecuencia,
correspondié a un paciente uruguayo. El subtipo
#29 no se evidencid en nuestra serie. La Figura 2
muestra la estructura de la region VH CDR3 y la
secuencia de aa de los subtipos encontrados.

Al efectuar el analisis del perfil mutacional de los
rearreglos IGHV4-34 en nuestra serie, se observa
ausencia de la mutacion el G36D en el subtipo #16,
de S641 en los subtipos #4 y #16, alta frecuencia de
ES5Q en el subtipo #16, baja proporcion de P45S
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en el grupo heterogéneo y de la mutacion S40T en
el subtipo #4, observada en el 100% de los casos del
subtipo #16. La disrupcion del motivo de glicosila-
cion en VH CDR2 mostrd frecuencia muy alta en
los subtipos #4 y #16, a diferencia de lo observado
en la literatura Y, que muestra una frecuencia de
mutacion de S40T de alrededor del 50% en ambos
subtipos, asi como bajos niveles de disrupcion del
motivo de glicosilacion en VH CDR2 en el subti-
po #16. Por otra parte, el analisis molecular de este
rearreglo mostr6 una distribucion asimétrica de las
mutaciones R/S entre las diferentes subregiones VH
(CDRI1, CDR2, FR2, FR3). La relacion de mutacio-
nes R/S (reemplazo/silente) en los rearreglos este-
reotipados fue mayor en VH FR2 en el subtipo #4
y VH CDR2 en los subtipos #4 y #16, mientras que
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Figura 2. a) Estructura de la region VH CDR3. b) Composicion en fragmentos V-D-J y secuencia de aa
de la region VH CDR3 de los subtipos #4, #16 y #201.
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Figura 3. Distribucion sesgada de la relacion entre mutacion de remplazo/silente (R/S) a lo largo de la
region variable de la cadena pesada de inmunoglobulinas.

en los rearreglos heterogéneos fue mayor en VH
FR3 (Figura 3).Simultaneamente, y en concordan-
cia con la literatura 1V, se evidencid que todos los
pacientes con IGHV4-34 incluidos en subtipos de
homologia presentaban cariotipos normales, respec-
to del 50% de los casos con BCRs heterogéneos.
Asimismo, el 33% de los pacientes con BCR este-
reotipado mostraron delecion 13q14 por FISH. A su
vez, el 85,2% de nuestros casos con IGHV4-34 M
tanto estereotipados como heterogéneos presenta-
ron estadios clinicos iniciales respecto del 25% de
los casos NM (p=0,0008), parametros relacionados
a buena evolucion clinica y enfermedad indolente.
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Simultdneamente, cabe destacar que, si bien no se
observaron diferencias significativas, nuestra cohor-
te de pacientes con IGHV4-34 estereotipado, mos-
tr6 mayor edad (66,7 afios) que los casos con rearre-
glos heterogéneos (61,1 afios). Esto no concuerda
con lo observado en la literatura ¢!V, que muestra
este rearreglo asociado a pacientes mas jovenes que
el resto de los casos con LLC-M, siendo necesarios
mas estudios para confirmar este hallazgo.

Si bien nuestra cohorte tiene un nimero limitado
de casos, nuestros datos sugieren una historia par-
ticular de exposicion antigénica y/o respuesta in-
mune en estos pacientes, e indican la importancia
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de continuar estos estudios, tendiente a una mejor
delineacion molecular de los mismos. Asimismo, el
hallazgo de cambios sesgados de aa en ciertas po-
siciones inducidos por hipermutaciéon somatica en
la secuencia completa del gen IGHV y la ausencia

de cambios en otros codones, respalda que en estos
casos las células responden de manera especifica a
antigenos, sustentando el probable rol de los mis-
mos en la patogénesis de la enfermedad.
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