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Resumen

Introduccion: La integracion de tecnologias y conocimientos del laboratorio y la clinica es clave para un diagndstico preciso
de las neoplasias hematoldgicas. En la ultima década, la secuenciacion masiva (NGS, next-generation sequencing) ha per-
mitido caracterizar el perfil molecular de estas enfermedades, identificando mutaciones, variaciones en el numero de copias
y genes de fusion recurrentes. Este avance ha impulsado la actualizacion de las recomendaciones para el diagndstico y el
manejo de los pacientes con neoplasias hematoldgicas. Las clasificaciones recientes de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), la International Consensus Classification (ICC) y la European LeukemiaNet (ELN) destacan la relevancia de
los datos genéticos, incorpordndolos en sus algoritmos diagndsticos y de estratificacion del riesgo. En este contexto, la
implementacion de paneles dirigidos de NGS se recomienda por su capacidad para analizar multiples alteraciones gené-
ticas. Objetivo: Aunque la NGS esta disponible en muchos laboratorios, su uso no esta estandarizado y no hay consenso
sobre la metodologia ni los genes a evaluar en cada patologia. Material y método: E/ Grupo de Biologia Molecular en
Hematologia (GBMH), en colaboracion con un panel de expertos, elabord esta guia consensuada. Resultados: Se recogen
los genes de interés segun su relevancia clinica y evidencia cientifica. Conclusiones: Esta guia busca orientar a los profe-
sionales sobre el uso de paneles dirigidos de NGS en la leucemia linfatica crénica.
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Abstract

Introduction: The integration of laboratory and clinical technologies and knowledge is key to an accurate diagnosis of
hematologic neoplasms. Over the past decade, next-generation sequencing (NGS) has enabled the molecular characteriza-
tion of these diseases, identifying mutations, copy number variations, and recurrent fusion genes. This advancement has
driven the update of recommendations for the diagnosis and management of patients with hematologic neoplasms. Recent
classifications by the World Health Organization (WHO), the International Consensus Classification (ICC), and the European
LeukemiaNet (ELN) highlight the relevance of genetic data, incorporating them into their diagnostic and risk stratification
algorithms. In this context, the implementation of targeted NGS panels is recommended for their ability to simultaneously
analyze multiple genetic alterations. Objective: Although NGS is available in many laboratories, its use is not yet standardized,
and there is no clear consensus on the methodology or the genes to be evaluated for each pathology. Material and method:
The Molecular Biology Group in Hematology (GBMH), in collaboration with a panel of experts, developed this consensus
guide. Results: Genes of interest were compiled based on their clinical relevance and the scientific evidence. Conclusions:

This guide aims to assist professionals in the use of targeted NGS panels in chronic lymphocytic leukemia.

Keywords: Chronic lymphatic leukemia. Next generation sequencing. Consensus guidelines.

Introduccion

La leucemia linfatica crénica (LLC) es una neoplasia
linfoproliferativa que se caracteriza por la expansion clo-
nal de células B maduras en la sangre periférica, los
tejidos linfoides secundarios y la médula ¢sea’. La LLC
es el tipo de leucemia més frecuente en los adultos de
los paises occidentales, con una incidencia de 4-5 casos
por 100.000 habitantes y afio, aumentando a mas de 30
en las personas mayores de 80 afios?®. Se trata de una
enfermedad con un curso clinico heterogéneo, de manera
que, mientras algunos pacientes requieren rapido trata-
miento, en otros la enfermedad es indolente.

Durante los ultimos 10 afios se han hecho importantes
avances en la comprension de la biologia de la LLC.
Estudios exhaustivos mediante técnicas de nueva gene-
raciéon, como la secuenciacién masiva (NGS, next-ge-
neration sequencing), han investigado las caracteristicas
gendmicas, epigendmicas y transcriptomicas de la
enfermedad y han permitido identificar las alteraciones
genéticas somaticas mas comunes asociadas con la
patogenia de la enfermedad*’. Asi, las alteraciones
genéticas que han configurado los modelos prondsticos
clasicos de la LLC —del(13q), del(11q)/ATM, del(17p)/
TP53 y trisomia 12— se han expandido rapidamente a
mas de 60 genes y mas de 12 variantes estructurales
recurrentes con el potencial de optimizar la estratifica-
cion del riesgo y desarrollar nuevos algoritmos de trata-
miento para el manejo clinico de los pacientes.

En particular, se ha avanzado en el estudio de las
alteraciones moleculares asociadas a quimiorresisten-
cia y progresion a formas altamente agresivas. Sin
embargo, el conocimiento sobre el impacto clinico de
la mayoria de estas alteraciones todavia es limitado, y
en la actualidad las recomendaciones incluyen realizar,

antes de iniciar tratamiento, el estudio en sangre peri-
férica de las alteraciones del(17p), del(13q), del(11q) y
trisomia 12 por técnicas de hibridacion in situ fluores-
cente, asi como el estudio de la regidn variable del gen
de la cadena pesada de las inmunoglobulinas (IGHV)
y del gen TP53 por técnicas de secuenciacion®®.

Aspectos metodologicos relevantes en la
leucemia linfatica crénica

Tradicionalmente, el estudio del estado mutacional de
IGHV o hipermutacion somatica en la LLC se ha realizado
mediante secuenciacion Sanger, que proporciona de una
manera relativamente sencilla y asequible un resultado
preciso y fiable en la gran mayoria de los pacientes.
A pesar de que esta es la metodologia mas estandari-
zada, tiene algunas limitaciones, pues puede fallar o dar
resultados dificiles de interpretar®. En este contexto, con
la incorporacion de la NGS en los laboratorios, existe un
interés creciente en el cambio de metodologia y, de
hecho, las nuevas guias del European Research Initiative
on CLL (ERIC) incluyen la NGS en sus recomendacio-
nes'. La NGS tiene el potencial no solo de suplir algunas
de las limitaciones analiticas de la secuenciacion de
Sanger, sino también de ampliar el conocimiento acerca
de la relevancia clinica y bioldgica de las inmunoglobuli-
nas en la LLC, ya que proporciona informacion sobre la
arquitectura subclonal e intratumoral de la enfermedad.
Sin embargo, la interpretacion de los resultados obteni-
dos mediante NGS es compleja y requiere herramientas
bioinformaticas especializadas, lo que por el momento
dificulta su estandarizacion. Recientemente se ha desa-
rrollado el algoritmo IgCaller, que permite reconstruir y
caracterizar los reordenamientos de IGHV secuenciados
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Tabla 1. Genes para incluir en los paneles de secuenciacion masiva (NGS, next-generation sequencing) en la

leucemia linfatica croénica

Secuencia de Regiones de estudio
referencia

Genes obligatorios

Valor clinico

Diagnéstico | Pronéstico | Tratamiento | Predisposicion
hereditaria

TP53 NM_000546.5 - Region codificante completa X X X
IGH Region VDJ X X
Genes asociados a
resistencia a
tratamientos
BCL2 NM_000633.2 Region codificante completa X
BTK NM_000061.2 Exones 14-16 X
PLCG2 NM_002661.5 Exones 17-30 X
Genes
recomendados
ATM NM_000051.4 Region codificante completa X
BIRC3 NM_001165.5—-  Region codificante completa X
IGL IGLV3-21-1GLJ X
NOTCH1 NM_017617.5 Exon 34 y region 3" UTR X
SF3B1 NM_012433.3 Exones 14-16, 18 X
Genes opcionales
BRAF NM_004333.6 Exones 11, 15 X
CHD2 NM_001271.4 Region codificante completa X
DDX3X NM_001356.5 Region codificante completa X
EGR2 NM_000399.5 Region codificante completa X
FBXW7 NM_033632.3 Region codificante completa X
IKZF3 NM_001257408  Exon 4 X
KRAS NM_004985.5 Exones 2, 3 X
MED12 NM_005120.3 Region codificante completa X
MYD88 NM_002468.5 Region codificante completa X
NFKBIE NM_004556.3 Region codificante completa X
NRAS NM_002524.5 Exones 2, 3 X
POT1 NM_015450.3 Region codificante completa X
RPS15 NM_001018.4 Region codificante completa X
SAMHD1 NM_015474.3 Region codificante completa X
SETD2 NM_014159.7 Region codificante completa X
SPEN NM_015001.3 Exon 11 X
XPO1 NM_003400.4 Exones 15, 16 X

mediante NGS". Con este algoritmo se pueden analizar
los resultados obtenidos a partir del genoma completo y
actualmente ya se ha incorporado a alguno de los pane-
les comerciales de NGS para LLC que incluyen la region
IGHV.

Respecto a TP53, en la actualidad las técnicas reco-
mendadas para el andlisis de mutaciones son tanto la
secuenciacion Sanger como la NGS, y deben reali-
zarse antes de cada linea de tratamiento'?, ya que, a
diferencia de IGHV, el estado mutacional de TP53 es
inestable y sujeto al dinamismo de la enfermedad. Hay
que tener en cuenta que la sensibilidad de la secuen-
ciacion Sanger esta alrededor del 10-20%, por lo que
no permite detectar alteraciones subclonales. La NGS
puede alcanzar mayor sensibilidad, llegando a detectar
alteraciones entre el 1% y el 5%, limite que varia

dependiendo de la tecnologia empleada. Se ha demos-
trado que la deteccién por NGS de mutaciones con
baja frecuencia en TP53 puede tener impacto clinico
en los pacientes con LLC'35. En la misma linea, la
dindmica de evolucion clonal de mutaciones en otros
genes recurrentes en la LLC, como NOTCH1, SF3B1
y ATM, también podria tener impacto clinico'.

En este contexto, las aproximaciones convenciona-
les como la secuenciacion de Sanger estdn siendo
desplazadas por técnicas de NGS no solo con el fin de
aumentar la sensibilidad, sino también por su versati-
lidad para analizar multiples genes a la vez, ya que en
la LLC, ademas del analisis mutacional de IGHV y de
toda la region codificante de TP53, se recomienda el
andlisis de otros genes recurrentemente mutados.
Estos genes de interés se detallan en la tabla 1 y han
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sido consensuados por los expertos de LLC del Grupo

de Biologia Molecular en Hematologia (GBMH) en fun-

cion de su relevancia clinica y evidencia cientifica. En
la tabla suplementaria 1 se recogen la frecuencia y la
relevancia de todos estos genes en la LLC.

Los genes que se deben incluir en los paneles de NGS

para LLC han sido clasificados en diferentes categorias

segun los siguientes criterios:

- Genes obligatorios: se han considerado como genes
obligatorios aquellos cuyo estudio es necesario para
la toma de decisiones clinicas segun los algoritmos
vigentes de tratamiento de los pacientes con LLC38,

- Genes asociados a resistencia al tratamiento: se han
considerado dentro de esta categoria los genes
cuyas alteraciones constituyen un mecanismo de
resistencia demostrado a la terapia dirigida, y el estu-
dio mutacional es altamente recomendable ante la
sospecha de progresiéon o no respuesta bajo trata-
miento con los correspondientes inhibidores (véase
el apartado «Utilidad clinica de los estudios de pane-
les de NGS en la leucemia linfatica cronica»).

- Genes recomendados: se han considerado como
genes recomendados aquellos cuyas mutaciones tie-
nen impacto prondstico bien documentado en la lite-
ratura, pero que todavia no se han incorporado en la
practica clinica (véase el apartado «Utilidad clinica
de los estudios de paneles de NGS en la leucemia
linfatica crénica»).

- Genes opcionales: se han considerado como opcio-
nales toda una serie de genes cuyas variantes tam-
bién son recurrentes en la LLC, pero con menor nivel
de evidencia acerca de su impacto clinico. Dada la
baja frecuencia de la mayoria de estas alteraciones,
el estudio de estos genes se considera interesante
para la generacion de nuevo conocimiento y la
potencial confirmacién de su valor clinico (véase el
material suplementario).

En cuanto al estudio de variaciones en el nimero de
copias por NGS, la tecnologia todavia no esta suficien-
temente estandarizada y de momento no reemplaza a
las técnicas convencionales, como la hibridacion in situ
fluorescente, que siguen siendo el método de referen-
cia para el andlisis de las regiones 13q, 11q, 17p y
cromosoma 12 en la LLC, aunque algunos paneles
comerciales ya las incluyan en su analisis.

Utilidad clinica de los estudios de paneles
de NGS en la leucemia linfatica crénica

A pesar de que solo el estudio de TP53 y de IGHV
se ha implementado en la practica clinica de la LLC de

forma generalizada, se han descrito otras alteraciones
con valor prondstico, entre las cuales destacan las que
afectan a NOTCH1, SF3B1, ATM y BIRC3. Ademas,
con la aparicién de los nuevos tratamientos con inhibi-
dores de las vias de BTK y BCL2 (ibrutinib, acalabru-
tinib, zanubrutinib, venetoclax), se han detectado
mutaciones en los genes BTK, PLCG2 y BCL2 que son
predictivas de resistencia a la terapia con dichos
farmacos.

Utilidad clinica de las alteraciones
genéticas de TP53

Las alteraciones genéticas en TP53 —del(17p) o
mutaciones— provocan pérdida de funcién de la pro-
teina y pueden aparecer en el momento del diagndstico
0 durante la evoluciéon de la enfermedad, y suelen
seleccionarse tras distintas lineas de tratamiento. Los
pacientes con LLC y alteraciones en TP53 presentan
pobre respuesta a los tratamientos estandar de qui-
mioinmunoterapia, siendo el factor prondstico mas des-
favorable en los analisis multivariados, asociado a una
supervivencia libre de progresion (SLP) y una supervi-
vencia global (SG) claramente disminuidas™ . Las
nuevas terapias dirigidas con inhibidores de BTK o de
BCL2 han representado un avance en el tratamiento
de los pacientes con alteraciones en TP53 y ahora son
el tratamiento de eleccion (Guias del Grupo Espanol
de LLC). Actualmente, estos pacientes de alto riesgo
(tanto en primera linea como refractarios o en recaida)
presentan respuestas favorables al tratamiento y unos
tiempos de supervivencia mas largos?®-3. En conclu-
sidn, las alteraciones de TP53 representan un factor
pronostico y predictivo, y deben analizarse siempre
antes de iniciar cualquier linea de tratamiento®.

Utilidad clinica del estado mutacional de
la region variable del gen IGHV

Las recomendaciones actuales incluyen realizar la
determinacion del estado mutacional de IGHV antes de
iniciar el primer tratamiento, teniendo en cuenta que su
valor no varia durante el curso de la enfermedad®?. El
estado mutacional de /IGHV permite estratificar a los
pacientes con LLC en dos grupos principales: pacien-
tes sin mutacién (IGHV-NM), con una identidad con la
linea germinal igual o superior al 98%, y pacientes con
mutacién (IGHV-M), con una identidad menor del 98%.
El estado de IGHV tiene valor prondstico, siendo los
pacientes con IGHV-NM los que presentan un menor
tiempo hasta el primer tratamiento.
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En caso de transformacion de la LLC a linfoma de
alto grado (sindrome de Richter), se recomienda ana-
lizar el reordenamiento de IGH en la biopsia para com-
probar si el linfoma esta o no clonalmente relacionado.
Ademas, el estado de /GHV también tiene valor pre-
dictivo de respuesta al tratamiento.

Actualmente, la quimioinmunoterapia ha dejado de
ser una opcion prioritaria en la mayoria de las guias
clinicas, incluso en pacientes con /IGHV mutado, en
quienes se considera preferente el uso de terapias
dirigidas, como la combinacion de venetoclax y obinu-
tuzumab como tratamiento limitado en el tiempo. En
cuanto al resto de los tratamientos aprobados en pri-
mera linea y recomendados como primera opcién por
el Grupo Espanol de LLC (ibrutinib, acalabrutinib, zanu-
brutinib, venetoclax-obinutuzumab e ibrutinib-veneto-
clax)?*, se han observado diferencias en la duracion de
la respuesta en funcién del estado mutacional de
IGHV, especialmente en los esquemas de tratamiento
finito. En particular, los pacientes IGHV-NM tratados
con venetoclax-obinutuzumab o con la combinacién
ibrutinib-venetoclax (como se demostré en el estudio
GLOW) presentan una menor duracion de la respuesta
en comparacién con aquellos con IGHV-M?4-26,

Hasta un tercio de los pacientes con LLC presentan
secuencias de IGHV estereotipadas, casi idénticas, y
se pueden clasificar en subsets, algunos de los cuales
tienen valor prondstico independiente del estado muta-
cional. Actualmente, el grupo europeo ERIC reco-
mienda informar al menos los subsets con valor
pronodstico demostrado, como son el #2 (IGHV-NM e
IGHV M, muy mal prondéstico) y el #8 (IGHV-NM, muy
mal prondstico, alto riesgo de transformacién a sin-
drome de Richter)'®. Recientemente se ha descrito que
la mutacion en el codén R110 en la cadena IGLV3-21
identifica un subgrupo agresivo de LLC independiente
del estado mutacional de IGHV, y que todos los casos
del subset #2 presentan esta mutacion®’.

Utilidad clinica de las mutaciones de BTK,
PLCG2 y BCL2

Las mutaciones en los genes BTK, PLCG2 y BCL2
constituyen un mecanismo de resistencia a los nuevos
farmacos dirigidos ibrutinib, acalabrutinib, zanubrutinib
y venetoclax. Por ejemplo, los inhibidores covalentes
de BTK, como ibrutinib, acalabrutinib y zanubrutinib,
son susceptibles a la mutacion C418S, mientras que las
alteraciones en BTK y PLCG2 son recurrentes en los
pacientes con LLC que progresan tras tratamiento con
inhibidores covalentes de BTK, como ibrutinib, y no

estdn presentes en muestras previas al tratamiento?®2°,
Ademas, se han identificado mutaciones adquiridas en
BTK tras el tratamiento con inhibidores no covalentes
de BTK, distintas de las identificadas con ibrutinib.
Estas incluyen mutaciones que afectan los codones
T474 y L528W, que confieren resistencia al pirtobrutinib.
De acuerdo con la evidencia, ante la sospecha de pro-
gresién o no respuesta con ibrutinib, se recomienda el
estudio mediante NGS de los exones 14-16 del gen BTK
y de los exones 17-30 del gen PLCG2.

Por otra parte, las alteraciones en BCL2 son espe-
cialmente frecuentes en los pacientes con LLC que
progresan tras tratamiento con venetoclax y no estan
presentes en el momento del diagndstico ni antes del
inicio de la terapia®®2, Ante la sospecha de progresion
0 no respuesta con venetoclax, se recomienda el estu-
dio completo de la region codificante del gen.

Utilidad clinica de otras mutaciones
génicas: ATM, BIRC3, NOTCH1 y SF3B1

Existen otras mutaciones con impacto prondstico, pero
hasta el momento no han sido incorporadas en la prac-
tica clinica. A continuacion, se describen aquellos genes
cuya relevancia clinica ha sido bien documentada.

Cabe senalar que el impacto prondstico, en particular
en términos de SG, ha sido establecido principalmente
en estudios realizados en el contexto de tratamientos
con quimioinmunoterapia. Su valor prondstico en el
escenario de terapias dirigidas aun no esta completa-
mente determinado y requiere mayor validacion.

ATM

El gen ATM es una regién diana de la del(11q). De
hecho, en el 30-40% de los pacientes con LLC la dele-
cién va acompanada de mutacion®®. Las mutaciones
de ATM se han relacionado con menor supervivencia
libre de tratamiento y peor SG33%4. Los estudios han
sefalado que es la inactivacion bialélica la que real-
mente tiene impacto en la SLP y la SG®®, si bien existen
trabajos discrepantes’®, por lo que se necesitan series
mas amplias para confirmar estas asociaciones.

BIRC3

BIRC3 es un miembro de la familia de proteinas
inhibidoras de la apoptosis (c-IAP2), cuyas mutaciones
truncan la proteina impidiendo la degradaciéon de
MAP3K14, lo que implica la activacion no candnica de
la via del factor nuclear kappa B. La presencia de
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mutaciones en la LLC se relaciona con IGHV-NM, tri-
somia del cromosoma 12 y del(11q), regién en la que
esta ubicado el gen®. Algunos estudios lo han aso-
ciado con menores SLP y SG%¢% aunque existe dis-
cordancia al respecto'®383°. Ademas, las mutaciones
de BIRC3 también se han relacionado con refractarie-
dad a la quimioterapia36-38,

NOTCH1

La mutacién mas frecuente en el gen que codifica el
receptor NOTCH1 (c.7541_7542delCT) afecta al domi-
nio PEST, impidiendo su degradacion por la via del
proteasoma y resultando en un receptor truncado y
permanentemente activo. Un efecto similar consiguen
las mutaciones en el dominio 3' UTR, que ocurren con
menor frecuencia®. Las alteraciones en NOTCHT se
asocian a IGHV-NM, trisomia del cromosoma 12, esta-
dio avanzado, peor supervivencia y mayor riesgo de
transformacion a sindrome de Richter*-*3, Diversos
estudios han confirmado su asociacién con menor
tiempo hasta el primer tratamiento y peor SG; sin
embargo, su impacto en la SLP no esta claro*®. Los
pacientes con NOTCH1 mutado expresan niveles mas
bajos de CD20 y no se benefician de la adicién de
rituximab, pero si de obinutuzumab en terapias combi-
nadas'®4*, También se ha asociado con enfermedad
medible residual positiva en pacientes tratados con
venetoclax mas rituximab*546,

SF3B1

Las mutaciones en el gen que codifica el compo-
nente del espliceosoma SF3B1 afectan a una region
altamente conservada en el dominio C-terminal, inter-
fiiendo en la interaccion de la proteina y el ARN.
Diversos estudios clinicos han destacado el impacto
pronostico independiente de las mutaciones en SF3B1
en el tiempo hasta el primer tratamiento, la SLP y la
SG*47%0 g incluso se ha asociado a menor tiempo
hasta el primer tratamiento en una cohorte de pacien-
tes Binet A con IGHV-NM®',

Indices prondsticos

Hasta la actualidad, el indice prondstico mas utilizado
para clasificar a los pacientes con LLC ha sido el
International Prognostic Index for Chronic Lymphocytic
Leukemia (CLL-IPI)®2. Este indice permite predecir el
tiempo hasta el primer tratamiento, la SLP y la SG en

pacientes tratados con quimioinmunoterapia, y los dos
factores con mayor impacto prondstico son, por orden,
la presencia de alteraciones en TP53 (deleciones o
mutaciones) y la ausencia de mutaciones de /GHV. Sin
embargo, en la actualidad, la mayor parte de los pacien-
tes son tratados con los nuevos inhibidores de BTK y
BCL2. Algunos autores han desarrollado indices pre-
dictivos para pacientes que reciben estos farmacos, en
los cuales parece que las alteraciones de TP53 man-
tienen su valor prondstico y predictivo, pero el impacto
del estado mutacional de IGHV no es concluyente®3.
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